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Resumo

O objetivo deste trabalho é a preparacao, caracterizacado e aplicagdo biomédica de nanocompdsitos
coloidais formados por nanoparticulas de ouro (AuNPs) e Pluronic® F-127. Os nanocompdsitos foram
sintetizados a partir da mistura das solu¢des do copolimero tribloco Pluronic® F-127 (PLU) variando-se as
concentragdes em (0,5 e 2,0 mmol.L™?), e do acido cloroaurico (HAUCIs) (2,0; 3,0 e 4,0 mmol.L™), em uma
camara de radiacdo UV (254 nm), a temperatura ambiente. Nesta reacdo o copolimero atua na reducao dos
fons de ouro e estabilizacdo das nanoparticulas, formando o nanocompdsito AuNP-PLU. A anélise por
espectroscopia do ultravioleta-visivel (UV-Vis) mostra que a banda de ressonancia plasménica de
superficie dos nanocompositos esta localizada entre 525 a 529 nm. As micrografias dos nanocompo6sitos
obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo, mostraram AuNPs com formato esférico, triangular e
cilindrico, com diametro médio de 5 a 44 nm. O tamanho hidrodinamico (Dn) médio obtido por
espalhamento dindmico de luz variou de 29,4 a 50,5 nm. Os espectros de infravermelho e Raman revelaram
a presenca de ions de ouro na cadeia polimérica e dos produtos de oxidacdo do copolimero. Para 0s
experimentos de aplicacdo bioldgica, foram selecionados os nanocompositos 2.0AuNP-PLU:2.0 e o
2.0AUNP-PLU:0.5, por apresentarem maior reprodutibilidade e estabilidade das caracteristicas fisico-
guimicas. Os nanocompasitos foram empregados no teste fotoquimico com 1,3-difenilisobenzofurano, no
qual foi observada a formacdo de espécies reativas de oxigénio comumente empregadas na Terapia
FotodinAmica. Para realizacdo deste teste, as nanoparticulas foram associadas ao fotossensibilizador
Cloreto de Ftalocianina de Aluminio (AICIPc), nas concentracdes de 0,1 a 5,0 pug. Apds a mistura com o
fotossensibilizador, os nanocompositos foram caracterizados por espectroscopia no UV-Vis, na qual foi
possivel observar um novo pico em 680 nm advindo da banda Q do AICIPc. O novo Dy médio dos
nanocompdésitos associados ao fotossensibilizador foi de 29,4 a 30,8 nm. A caracterizacdo por
espectroscopia no infravermelho e Raman mostraram alteracGes nos espectros que podem ser atribuidas as
ligagdes entre os grupos éter do PLU com os grupos nitrogenados do AICIPc. Em outra abordagem, o
nanocompaésito 2.0AuNP-PLU:2.0, que apresentou viabilidade celular em teste in vitro, foi empregado em
testes in vivo para estudo dos efeitos toxicoldgicos materno-fetais durante a prenhez de ratas. Os resultados
demonstraram que 0 nanocomposito é seguro tanto para a mae quanto para o feto, na dose de 137,5 pg/kg.
N&o resultando em alteragdes no desenvolvimento fetal, nem alterages significativas maiores do que 5%
nos 6rgaos e parametros investigados durante a prenhez. Além disso, 0 nanocompdsito 2.0AuNP-PLU:2.0
foi estudado como agente de contraste em tomografia computadorizada de raios-X. Os resultados foram

comparaveis ao contraste hospitalar utilizado comercialmente Optiray® 320 para a mesma energia de feixe.

Palavras-chave: nanoparticula de ouro, Pluronic® F-127, nanocomp@sitos coloidais, banda de ressonancia
plasménica de superficie localizada, cloreto de ftalocianina de aluminio, espécies reativas de oxigénio,
terapia fotodindmica, tomografia computadorizada, teste in vivo em ratas prenhas, avaliacdo da toxicidade

materno-fetal.



Abstract

The objective of this work is the preparation, characterization and biomedical application of
colloidal nanocomposites formed by gold nanoparticles (AuNPs) and Pluronic® F-127. The
nanocomposites were synthesized from the mixture of solutions of the triblock copolymer Pluronic® F-127
(PLU), varying the concentrations (0.5 and 2.0 mmol.L™), and chloroauric acid (HAuCl,) (2.0, 3.0 and 4.0
mmol.L™Y), in a UV radiation chamber (254 nm), at room temperature. In this reaction, the copolymer acts
to reduce gold ions and stabilize the nanoparticles, forming the AUNP-PLU nanocomposite. Ultraviolet-
visible (UV-Vis) spectroscopy analysis shows that the surface plasmon resonance band of the
nanocomposites is located between 525 and 529 nm. Micrographs of the nanocomposites obtained by
transmission electron microscopy showed AuNPs with spherical, triangular and cylindrical shapes, with an
average diameter of 5 to 44 nm. The average hydrodynamic size (Du) obtained by dynamic light scattering
ranged from 29.4 to 50.5 nm. Infrared and Raman spectra revealed the presence of gold ions in the polymer
chain and oxidation products of the copolymer. For the biological application experiments, the 2.0AuNP-
PLU:2.0 and 2.0AuNP-PLU:0.5 nanocomposites were selected, as they present greater reproducibility and
stability of the physicochemical characteristics. The nanocomposites were used in the photochemical test
with 1,3-diphenylisobenzofuran, in which the formation of reactive oxygen species commonly used in
Photodynamic Therapy was observed. To carry out this test, the nanoparticles were associated with the
photosensitizer Aluminum Phthalocyanine Chloride (AICIPc), at concentrations of 0.1 to 5.0 pg. After
mixing with the photosensitizer, the nanocomposites were characterized by UV-Vis spectroscopy, in which
it was possible to observe a new peak at 680 nm arising from the Q band of AICIPc. The new Dy of the
nanocomposites associated with the photosensitizer was 29.4 to 30.8 nm. Characterization by infrared
spectroscopy and Raman showed changes in the spectra that can be attributed to the bonds between the
ether groups of PLU and the nitrogenous groups of AICIPc. In another approach, the 2.0AuNP-PLU:2.0
nanocomposite, which showed cell viability in an in vitro test, was used in in vivo tests to study maternal-
fetal toxicological effects during pregnancy in rats. The results demonstrated that the nanocomposite is safe
for both the mother and the fetus, at a dose of 137.5 pg/kg. It does not result in changes in fetal development,
nor significant changes greater than 5% in the organs and parameters investigated during pregnancy.
Furthermore, the 2.0AuNP-PLU:2.0 nanocomposite was studied as a contrast agent in X-ray computed
tomography. The results were comparable to the commercially used hospital contrast Optiray® 320 for the

same beam energy.

Keywords: gold nanoparticle, Pluronic® F-127, colloidal nanocomposites, localized surface plasmon
resonance band, aluminum phthalocyanine chloride, reactive oxygen species, photodynamic therapy,

computed tomography, in vivo test in pregnant rats, evaluation maternal-fetal toxicity.
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Lista de Abreviaturas e Siglas

NPs: nanoparticulas

NCs: nanocompdsitos coloidais

AuNPs: nanoparticulas de ouro

AUNP-PLU: sistema formado por nanoparticulas de ouro e o copolimero F127

AUNP-PLU-AICIPc: sistema formado por nanoparticulas de ouro, copolimero pluronic e cloreto
de ftalocianina de aluminio

PLU: copolimero tribloco Pluronic® F-127

HAuCl,: acido cloroaurico

AICIPc: Cloreto de Ftalocianina de Aluminio

EDL.: espalhamento dinamico de luz

MET: microscopia eletrénica de transmissao

UV ou UV-Vis: regido do ultravioleta e visivel do espectro eletromagnético
FTIR-ATR: espectroscopia na regido do infravermelho

EDL.: espalhamento dinamico de luz

TC: tomografia computadorizada (computed tomography — CT)

PEO: poli(6xido de etileno)

PPO: poli(6xido de propileno)

CMC: concentracdo micelar critica

LSPR: banda de ressonancia plasmdnica de superficie

LMCT: transferéncia de carga de ligante para metal (ligand to metal charge transfer transition)
EROs: espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species — ROS)
DPBF: 1,3-difenilisobenzofurano

TFD: terapia fotodindmica (photodynamic therapy — PDT)

DDS: sistema de liberacdo de farmaco (Drug Delivery System)

Dn: didametro hidrodindmico médio



Dm: didmetro médio
Pdl: indice de polidispersao
¢ : potencial zeta

o: desvio padréo do diametro
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Capitulo 1

Introducéo

Os estudos envolvendo nanomateriais estdo presentes na historia da humanidade had muito
tempo. Os nanomateriais s@o estruturas que possuem pelo menos uma de suas dimensdes menor
do que 100 nandmetros, podem apresentar diversos formatos e diferentes composicdes e aspectos
de superficie, dependendo da sua rota de sintese [4]. Uma das primeiras vezes na qual a presenca
de materiais em escala nanométrica foi notada, em 1949, quando o fisico Louis Néel, apresentava
seus resultados sobre o estudo da Teoria da relaxacéo, na qual ele monitorava o tempo de relaxacao
em funcéo do volume para certos materiais magneéticos, expressando o resultado em angstrom [1].
Mais tarde, em 1959, o fisico Richard Feynman, afirmou em sua palestra “There is plenty of room
at the bottom — an invitation for a new Field of Physics”, que seria possivel a manipulacdo e o
controle de materiais em escala atdomica [2]. Mas foi apenas em 1974, que o0 termo
“nanotechnology” sugiu, quando o professor Norio Taniguchi, descreveu deposicdes de filmes
ultrafinos e processos em materiais semicondutores [3]. No Brasil, o termo “Nano” surgiu
aproximadamente em 1993, durante a conducéo de estudos sobre as propriedades de superficie de
solidos, e sobre os efeitos de tamanho nas nanoparticulas e em materiais nanoestruturados,
desenvolvido por Viatcheslav Zubov [75]. Entre 1974 e 1975, outros estudos contribuiram para o
desenvolvimento da nanotecnologia, entre eles 0s que avaliavam o comportamento anisotropico
de particulas superparamagnéticas por ressonancia magnética [73] e o0s que estudavam a
ressonancia de raios gama via Mossbauer na decomposicdo térmica do sulfato de Fe (1) [74]. A
nanotecnologia visa manipular as caracteristicas da estrutura molecular ou atdmica de matérias
para alcancar as especificacdes necessarias para aplicacbes no desenvolvimento de novos
dispositivos que podem ser usados em areas como engenharia, medicina, quimica, agroindustria,
dentre outros [5]. A Figura 1 ilustra algumas propriedades fisico-quimicas, de superficie e

funcionalidades de NPs.

15



Liberacio controlada de cargas

Propriedades de superficies . Propriedades fisicas e quimicas
Carga zeta Tamanho 50 ﬁ‘(“; e
W .
. {.,\\‘-:‘t \a?df\ '_,,'
e o i
90 0 Q 0o |
: a X % N .
Escolha de materiaiz T c( '} ; ﬁ
' L] rr
Revestimento de 1 f ¢ 'Q(QL‘ -0 ’
polimero, biomolécula E O % Z'§o“ & 4.
: %% . & .
: é ‘;\\{{\ & <i,\ Oj" é} "; *
Polimérico Metilico A base de lipidios | % A & P Lo
Forma ] _"r IJI bgl ."
E | &g K
A =" L& ;

Liberagao de biomoléculas

Figura 1 — llustracdo de algumas propriedades de fisico-quimicas, de superficie e funcionalidades de NPs. Adaptada
de Gong, N. etal [67].

Considerando-se 0s nanomaterias com formato de nanoparticulas, 0s inorganicos, em
especial, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) vém sendo usadas com maior frequéncia a cada
década [6]. AuNPs exibem propriedades fisico-quimicas Unicas, principalmente relacionadas ao
fendmeno de ressonancia plasmdnica de superficie localizada (LSPR) [7]. Para muitas aplicacGes
elas sdo empregadas em suspensdes coloidais, apresentam biocompatibilidade e estabilidade em
condicdes fisioldgicas e em ensaios in vivo [8]. A Figura 2 mostra os diversos tipos de formatos

de AuNPs capturadas por meio da técnica microscopia eletronica de transmissao (MET).
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Figura 2 — MET de AuNPs em diferentes formatos. Adaptada de Nikolai, K. et al [22].
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Os coloides contendo as AuNP vém sendo empregados como sistemas de liberagdo de
farmacos (DDS - Drug Delivery System), por apresentarem caracteristicas adequadas como
capacidade de transporte a alvos especificos, melhora da eficiéncia terapéutica, lenta liberagdo de
farmacos, e prevencdo de efeitos colaterais adversos [9]. As AuNPs também podem atuar de forma
conjunta otimizando o efeitos dos farmacos que ja sdo utilizados em tratamentos antitumorais ou
em doencas negligenciadas [10], que ndo alcangam a eficacia desejada, por causa do seu baixo
direcionamento, resisténcia do organismo, falta de adequacdo para faixa etéaria dos pacientes ou
por interacdo inadequada com os receptores celulares, gerando efeitos colaterais indesejados [11].
Em adigdo, as AuUNPs podem sofrer modificacfes em sua superficie, que permitam a geracao de
uma carga adequada para interacdo com o meio celular, conjugadas com moléculas como
DNA/RNA ou proteinas especificas, visando melhorar a interacdo com os receptores na superficie
celular, aumentando a eficacia do tratamento [12, 63]. A Figura 3 ilustra algumas aplica¢Ges que

sdo possiveis devido a versatilidade de tamanho, formato e superficie das AuUNPs.
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Figura 3 — llustracdo de algumas aplicacdes que sdo possiveis devido a versatilidade de tamanho, formato e
superficie das AuNPs. Adaptada de Priyanka, S. et al. [64].
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Em outra abordagem, as AuNPs podem ser associadas a fotossensibilizadores para
aplicacdo na Terapia Fotodindmica (TFD). A TFD é um processo que ocorre em duas etapas, a
primeira envolve a aplicagdo de uma molécula fotossensibilizadora no local que se deseja tratar.
Na segunda etapa ocorre a iluminacdo do local que se deseja tratar, a fim de induzir o
fotossensibilizador a produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio singleto,
levando & morte as células doentes [13].

Um exemplo de fotossensibilizador que pode ser utilizado na TFD é o Cloreto de
Ftalocianina de Aluminio (AICIPc), que possui capacidade de produzir estados de oxigénio
singleto e tripleto com altos rendimentos quénticos [13]. Contudo, como o AICIPc apresenta
carater hidrofobico, ele pode estar associado a um nanosistema para proporcionar melhor dispersao
em ambiente fisiologico. Em um estudo anterior, o AICIPc foi ancorado com sucesso em micelas
que compunham o coloide formado pelo copolimero tribloco Pluronic® F-127 (PLU), que
apresenta em sua cadeia polimérica ((PEO)100(PPO)65(PEO)100) uma parte polar-(PEO:
poli(oxido de etileno))-apolar (poli(6xido de propileno))-polar-(PEO: poli(éxido de etileno))
[13,14].

As AuNPs, devido as suas caracteristicas, vém sendo investigadas para aplicacdo como
agentes de contraste em tomografia computadorizada (TC). A tomografia computadorizada de
raios-X € um técnica de visualizacdo de imagem de certos érgéos e tecidos do corpo, e 0 emprego
de contraste proporciona uma melhora na visualizacdo da condi¢éo fisioldgica dos pacientes [15].
O uso das AuNPs como agente de contraste em TC esta associado a caracteristicas como
biocompatibilidade e resposta eletrdnica adequada quando estdo sob um feixe de raios-X incidente
[16].

Apesar de muitas pesquisadas de AuNPs para aplicacdes na area biomédica, existem
poucos estudos que avaliam o efeito da administracdo durante a prenhez [17]. Dependendo da via
de administragéo (caudal, intraperitoneal e oral), da composicéo e do tamanho, as AUNPs podem
atravessar a barreira placentéria e entrar na circulacdo fetal. Portanto, a investigacdo sobre 0s

possiveis efeitos toxicoldgicos e de teratogenicidade sobre a saide materno-fetal é necessaria para
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que as aplicacdes sejam efetuadas com seguranca [18]. Em adigéo, os ensaios de toxicidade que
possam indicar se as AUNPs induzem efeitos fisioldgicos adversos, impedem a embriogénese € 0
desenvolvimento saudavel do feto, também merece investigacdo; bem como o estudo da sua
biodistribui¢cdo no organismo materno.

Este trabalho tem o objetivo de desenvolver nanocompositos coloidais (AuNP-PLU)
formados por AuNPs e PLU, sua caracterizacdo, e aplicaces biomédicas. Foram investigados os
efeitos da administracdo oral (pelo método de gavagem) do nanocompdsito AuNP-PLU, durante
a prenhez de ratas, e a verificagdo da seguranca da utilizacdo desta nanoformulacéo nas ratas e nos
fetos. Em outra abordagem, o nanocompdsito AuNP-PLU foi associado ao fotossensibilizador
AICIPc para a realizacdo de testes fotoquimicos para estudar a formacdo de EROs. Os
nanocompositos produzidos foram usados também como agentes de contraste em TC.

Este trabalho estd organizado da seguinte forma, no primeiro capitulo encontra-se a
introducdo, objetivos, justificativa e motivacdo da pesquisa. No segundo, a revisao bibliografica
sobre nanoestruturas de ouro e aplicacfes. O terceiro, apresenta 0s procedimentos experimentais,
materiais e métodos que foram empregados para a sintese dos nanocompadsitos. O quarto capitulo
apresenta os resultados e a discussao das analises feitas, enquanto o quinto capitulo descreve os
resultados obtidos nas aplicacBes bioldgicas. No capitulo 6, a concluséo e perspectivas com as

sugestdes para a continuidade da pesquisa.

1.1 Motivacéo

O uso da nanotecnologia vem se destacando nos Gltimos anos, em varias areas de estudo
como engenharia de materiais, medicina e nas ciéncias exatas [5]. Na nanomedicina, por exemplo,
as AuNPs tém sido muito investigadas, pois apresentam propriedades importantes e facil
tratamento superficial, possibilitando o direcionamento de estruturas moleculares a nivel celular,
além de aplicacdo em diagndsticos [12]. Porém, o crescente uso dos nanomateriais tem gerado

preocupacdes com relacdo a sua toxicidade, que esté relacionado as suas caracteristicas fisicas e
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quimicas, tais como tamanho, formato, carga, e constituticdo quimica, pois isso determina seu
comportamento, processamento e metabolizagdo pelo organismo [17]. Assim, tendo em vista a
vulnerabilidade do processo reprodutivo com relagdo ao uso das nanoparticulas, estudos sobre 0s
efeitos materno-fetal da administragdo das AuNPs durante a prenhez foi conduzido.

A TC é uma técnica de obtencdo de imagens clinicas ndo invasiva, muito utilizada no
diagnostico de doencas. Ela fornece informac6es anatdmicas sobre tecidos e 6rgdos e sistemas
especificos como o gastrointestinal e o cardiovascular [15]. Porém, quando esta técnica é
comparada a outras técnicas de obtencdo de imagens clinicas, como a ressonancia magnética
nuclear, apresenta menor sensibilidade, indicando a necessidade do uso de contrastes para melhor
visualizacdo dos orgaos. Assim, as AuNPs apresentam as caracteristicas adequadas para serem
empregadas como agentes de contraste na TC, devido a atenuagdo dos raios-X, alto numero
atdmico do ouro e biocompatibilidade dos nanocompasitos [16].

A TFD é uma técnica fototerapéutica, com poucos efeitos colaterais, de baixo custo, que
utiliza a aplicacdo de um fotossensibilizador, no alvo terapéutico, que € ativado por uma fonte de
luz de comprimento de onda adequado para geracdo de oxigénio singleto reativo, promovendo a
morte de células neoplasicas [13]. Este tratamento foi aprovado para varios tipos de cancer. Neste
estudo, as AuNPs serdo associadas ao fotossensibilizador AICIPc, e comparadas ao controle

contendo apenas micelas de PLU.

1.2 Justificativa

O desenvolvimento dos nanocompdsitos AuNP-PLU é advindo de uma nova rota de
sintese, mais simples, rapida, com menor custo e menor geracdo de residuos do que os métodos
tradicionais de obtencdo de nanoparticulas de ouro desenvolvidos por Turkevich e Brust [19, 21].
O PLU utilizado na sintese é aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA). Em um estudo
anterior, a viabilidade de células in vitro (linhagem celular de fibroblastos murinos (NIH-3T3)

foram encubadas com estes nanocompositos AuNP-PLU, empregando o protocolo MTT, cujo
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resultado mostrou que o tratamento ndo promoveu alteracdo na viabilidade celular nas
concentracdes testadas [20]. Portanto, neste estudo o nanocompdsito AUNP-PLU serd utilizado em

testes visando aplicacGes biomédicas.

1.3 Objetivos

131 Objetivo geral

O desenvolvimento do nanocompdsito coloidal (AuNP-PLU), sua caracterizacao, visando
estudar os efeitos da sua administragdo oral durante a prenhez de ratas e verificar a segurancga da
sua utilizacdo no organismo materno-fetal. Este NC sera testado como agente de contraste em TC
em comparacao um contraste de uso comercial hospitalar Optiray 320. Em outra abordagem, os
NCs produzidos serdo associados ao AICIPc, para a realizacdo do teste fotoquimico a fim de

verificar a formacdo de EROs.

1.3.2 Obijetivos especificos

- Sintetizar os compositos AUNP-PLU e caracteriza-los via espectroscopia no ultravioleta-
visivel, microscopia eletronica de transmissdo, espalhamento dindmico de luz, potencial zeta,

espectroscopia Raman e no infravermelho;
- Administracdo do nanocomposito AUNP-PLU em ratas prenhas;

- Realizacao de estudos comparativos com os controles sobre peso, sobrevivéncia animal,

hematologia, toxicidade materno fetal,

- Estudar o comportamento do nanocompésito AuNP-PLU como agente de contraste em

tomografia computadorizada em comparagdo com o contraste comercial de uso hospitalar;

- Estudar as propriedades do nanocomposito AUNP-PLU associado ao fotossensibilizador

AICIPc em teste fotoquimico com 1,3-difenilisobenzofurano.
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Capitulo 2

Revisao Bibliografica

Dentre 0s nanomateriais inorganicos mais estudados, como nanoparticulas de oxido de
ferro e nanoparticula de silica, destacam-se as nanoparticulas de ouro (AuNPs), que chamam
atencdo devido as suas propriedades mecanicas, elétricas, térmicas, quimicas e opticas, que variam
com relagdo ao ouro na forma macroscopica [22]. Quando estdo em escala nanométrica,
apresentam o efeito de ressondncia plasménica de superficie (Localized surface plasmon
resonance - LSPR), que ocorre quando um campo elétrico, a uma certa frequéncia, induz a
oscilagdo ressonante dos elétrons livres do metal. Sob esse efeito, a absor¢do pode ser
acompanhada espectralmente em forma de uma banda plasménica na regido do UV-Vis [23],
conforme se observa na Figura 4 — (a) e (b).

A banda de ressonancia plasmonica de superficie fornece importantes informacdes sobre o
sistema composto de NPs. Os principais fatores que influenciam a frequéncia de ressonancia
plasmonica de superficie sdo o tamanho, o formato da NPs, o meio no qual ela se encontra, e a
interacdo entre as proprias particulas [68]. Quando as NPs apresentam tamanho da mesma ordem
do que o comprimento de onda da luz, ocorre uma contribuicdo ao efeio de ressonancia
plasmonica. As variaveis citadas demonstram que por meio da banda de ressonancia plasmonica
de superficie é possivel conhecer as propriedades dpticas das AUNPs de acordo com 0s parametros
estabelecidos para sua sintese [68, 69]. A Figura 4 — (a) mostra uma alteracdo de cor, de rosa para

lilds que ocorre quando as NPs (em rosa) se aglomeraram resultando no coloide lilas.
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Figura 4 — llustracdo em (a) do efeito de agregacdo e de frequéncia de ressonancia. Adaptada de Louis, C. et al. [69].
Em (b) ilustracdo do efeito de ressonancia plasménica das AuNPs. Adaptada de Li, Y. et al. [68]. llustracdo das
micrografias e AUNPS da autora.

O desenvolvimento de pesquisas na sintese, caracterizacao e aplicagdo das AuNPs continua
a crescer principalmente na area biomédica [5]. Como, por exemplo, nos DDS que atuam em locais
especificos diminuindo os efeitos adversos, aplicacdo em exames de imagem, no qual as AuNPs
possibilitam uma melhor visualizacao de 6rgéos e tecidos doentes, mesmo em fase inicial, quando
outras técnicas ja utilizadas como TC e ressonancia magnética nuclear, ainda ndo conseguem
detectar diferencas entre tecidos saudaveis e doentes [24].

As rotas de sintese mais tradicionais envolvem o uso de agentes redutores, adicdo de
estabilizantes, apresentam tempo de reacdo longo com varias etapas, e 0 uso de reagentes de dificil
descarte [25]. Por exemplo, no método de Turkevich, no qual a reducéo e estabilizacdo do HAuCls
é obtida por meio do &cido citrico em meio aquoso, para geracdo das AuUNPs [19, 25]. No método
de Brust-Schiffrin, as nanoparticulas de ouro séo obtidas em duas fases reacionais, a reducdo do
HAuCIs é alcancada por meio da interagdo com grupos tiois, que estdo ligados a uma cadeia
carbdnica externa, possilitando a introducéo de funcionalidade as nanoparticlas de ouro [21, 26].

Os métodos de sintese mais simples para obtengdo das AuNPs envolvem o uso de

copolimeros em solugdes aquosas que atuam como redutores e estabilizadores, e sdo consideradas
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verdes. Apresentam vantagens como a baixa geracdo de residuos de descarte, ocorrem a
temperatura ambiente e em uma etapa “one-pot”, sem necessidade de purificacdo adicional dos
reagentes. Esse método de sintese foi desenvolvido por Sakai et al [27]. Este método foi
reformulado por Gomes et al [28], no qual nanoparticulas de ouro sdo obtidas utilizando o PLU
como agente redutor e estabilizador do precursor metalico, 0 HAuCls, em temperatura ambiente
sob irradiacdo de luz UV. A formacdo completa das AuNPs é alcancada de forma mais rapida,
cerca de 10 minutos, isto € possivel por causa da velocidade de reacdo que foi maior utilizando o
método de fotoexcitacdo eletrdnica via luz UV. Este método de sintese também resulta em AuNPs
de formato e tamanho mais uniforme do que aquelas obtidas sob luz ambiente [28].

O copolimero tribloco PLU é formados por blocos anfifilicos ndo i6nicos de poli(6xido de
etileno)—poli(6xido de propileno)—poli(6xido de etileno). Em solugcdo aquosa, acima da
concentracdo micelar critica (CMC), aproximadamente 0,6 mmol L™, a determinada temperatura
e concentracao, os copolimeros PLU apresentam a conformacéo de micelas. Neste caso, 0 nucleo
da micela é composto por cadeias hidrofobicas de poli(6xido de propileno) (PPO), enquanto as
cadeias hidrofilicas de poli(6xido de etileno) (PEO) formam a parte exterior da micela [28, 13],
conforme a ilustracdo da Fig. 5. No caso do emprego das AuNPs em DDS a base de coloides
formados por micelas poliméricas, o PLU apresenta caracteristicas como solubilidade adequada a
temperatura ambiente, ndo toxicidade e biocompatibilidade, sendo muito adequado, pois funciona

como agente de reducéo e estabilizacdo das AUNPS em meio aquoso.
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Figura 5 — Férmula estrutural do Pluronic® F-127. llustracdo da autora.

De acordo com os estudos propostos por Sakai, et al [57] o processo de formacdo das
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AUNPs acontecem em trés etapas. Na primeira, os ions de ouro AuCls™ sdo complexados a cadeia
polimérica por meio das chamadas “coroas de éter”, onde os fons de ouro sio reduzidos para Au®
e 0 copolimero € oxidado. A partir da formagéo dessa estrutura de coroa, com os nucleo formados
por Au®, os blocos hidrofobicos (PPO) do PLU sdo adsorvidos na sua superficie, ocorrendo a
reducdo dos ions restantes, assim acontece o crescimento das NPs.

Em concentracfes abaixo da CMC, as cadeias de PLU se dispersam na superficie da
solugdo por causa da forte aversdo a agua sofrida pelos blocos hidrofébicos. O contrario acontece
quando a concentracdo de PLU fica acima da CMC, a interface ar-agua apresenta estruturas auto
organizadas (chamadas de micelas), que se formam espontaneamente para minimizar a energia do
sistema. A conformacdo em micelas é advindo da aproximacdo dos blocos hidrofobicos que
possuem afinidade entre si, e pela parte hidrofilica que fica exteriorizada no meio aquoso
proporcionando a estabilidade do sistema. Formando uma estrutura nucleo-casca (core-shel)
composta pelos blocos PPO e PEO do copolimero [66]. A Figura 6 ilustra em (a) formacdo das

AUNP-PLU na estrutura nacleo-casca. (b) ilustragdo da estrutura “coroa de éter”.

(a) (b)

o
e

Estabilizacdo estrutura nicleo-casca

O ALK Apn mAm

@ A PEO-PPO-PEO

Figura 6 — llustracbes da formacao de AuNPs. Em (a) formacao das AuNP-PLU na estrutura nicleo-casca. Em (b)
ilustracdo da estrutura “coroa de éter”. Adaptado de (a) Sakai, T. et al. [27], em (b) Kotlyar, S. A. etal. [70] e Lin,
W.etal. [71].

As nanoparticulas de ouro também podem ser associadas a fotossensibilizadores para
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serem aplicadas em DDS na TFD [29]. A TFD é um tratamento ndo invasivo, aprovado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que utiliza laser de infravermelho préximo
(NIR) para ativar o fotossensibilizador no local do tumor, para produzir oxigénio reativo altamente

toxico, para destruir as células tumorais, conforme ilustrado na Figura 7.
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Figura 7 — llustracdo da acdo de NPs no tratamento por TFD. Adaptado de Sani, A. et al. [29].

O tratamento via TFD se mostra promissor em compara¢do com 0s comumente utilizados
como cirurgia, quimioterapia e radioterapia [30], pois a TFD pode atuar no local do tumor e
minimizar os efeitos colaterais, pois apresenta toxicidade sistémica leve. A TFD tem sido
empregada no tratamento clinico de varios tipos de cancer, incluindo cancer de pele e cancer de
esdfago [31]. Os dados de resultados encontrados na literatura mostram que a TFD repetitiva

melhora significativamente a qualidade de vida e a taxa de sobrevida dos pacientes [32]. A Fig. 8
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ilustra o tratamento por TFD em humanos.

Terapia fotodindmica
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Figura 8 — llustracdo do tratamento por TFD em humanos. Adaptado de Priyanka, S. et al. [64].

O AICIPc, ¢ um foossensibilizador de segunda geracdo que apresenta caracteristicas
interessantes para a terapia TFD. Ele fornece forte absor¢cdo no comprimento de onda de maior
penetracdo de luz nos tecidos (> 670 nm), baixa toxicidade no escuro e alto rendimento quéantico

de oxigénio singlete [33]. A Figura 9 mostra a formula estrutural do AICIPc.
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&

Figura 9 — Estrutura quimica do Cloreto de Ftalocianina de Aluminio — AICIPc (C3,Hi6AICINsg). Adaptada de
K.R. Py-Daniel, et al [13].




A maioria dos fotossensibilizadores, inclusive o AICIPc, apresentam baixa solubilidade em
agua [33]. Para facilitar sua aplicacdo, pode-se associar o fotossensibilizador a uma
nanoplataforma, de modo que tenha caracteristicas biocompativeis. Em trabalho anterior, o
AICIPc, foi associado com sucesso ao coloide composto por micelas do PLU, para aplicagbes em
TFD, de acordo com K. R. Py-Daniel, et al. [13], conforme se observa na Figura 10. A
conformacdo micelar do PLU favorece a incorporacdo de outras moléculas, como farmacos e
fotossensibilizadores, além de contribuir para formacdo de NPs [66]. Para serem obtidas, as
micelas de PLU dependem de condi¢des como solubilidade do bloco hidrofobico e temperatura da
solugcdo. Normalmente, em concentracdes acima de 0,5 mmol.L™ de copolimero, as micelas so
formadas, e possuem espaco hidrofébico suficiente para suportar a incorporacdo de farmacos ou

neste caso o fotossensibilizador AICIPc [13].
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Figura 10 — llustracdo do modelo de micelas de PILU-AICIPc, em (a) abaixo da CMC, e em (b) acima da CMC.
Adaptada de K.R. Py-Daniel, et al [13]. ]. Em (c) ilustragdo exagerada do AICIPc apresentando 2 fases, sem completa
solubilizagdo com o nanocomposito. Em (d) AICIPc complemente solubilizado com o nanocompdsito, apresentando

1 fase apenas. Imagens em (c) e (d) da autora.

Estudos sobre o efeito da aplicacdo de AuNPs no crescimento, salde e reproducdo sdo
essenciais, pois o desenvolvimento e implementacéo de produtos que incorporam NPs acontecem
cada vez mais. NPs sdo empregadas em aplicacbes cosméticas, biomédicas e em outros produtos

comerciais. Contudo, mulheres gravidas ndo sdo aconselhadas a utilizar este tipo de produto,
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devido ao risco de transferéncia placentéria para o feto.

O feto é suscetivel a varias substancias toxicas, sendo assim, é importante estudar a
exposicao de ratas prenhas a substancias exégenas, incluindo nanomateriais, de acordo com Brohi,
R. P. et al [34]. A placenta é o 6rgdo responsavel por conectar a circulagdo materna a fetal. E por
14 que ocorre a troca de nutrientes, sendo assim, substancias toxicas também podem ser transferidas
por meio desse sistema, portanto, a placenta € um local que deve ser avaliado. Embora a estrutura
placentaceria de animais e humanos apresentem algumas diferencas, a placenta de roedores sdo
consideradas adequadas para realizacdo de estudos que busquem avaliar a toxicidade materno-fetal
da administracdo das AuNPs em todas as fases da prenhez. Também é necessario avaliar os
princiapais 0rgaos maternos, além de peso, tamanho e formagdo do feto, conforme literatura de
Tsyganova, N. A. et al. [34, 35, 36].

De acordo com Zhang, X. D. et al. [40], a transferéncia de NPs para o feto, bem como sua
toxicidade no organismo materno, esta relacionada com o tamanho da NP, a via de administracéo,
a concentracdo utilizada, o tempo de tratamento, e os parametros bioquimicos do soro. Neste caso,
0s 0rgdos maternos e a avaliacdo do organismo fetal séo realizados para observar anomalias e
formacdes incompletas de 6rgao e 0ssos. Contudo, foi observado por Zhang, X. D. et al. [40], que
a via de administracdo caudal seria a mais adequada, na qual foi observada menor toxicidade no
organismo materno, apos a administracdo de AuNPs na faixa de concentracdo de 137,5-2200
ng/kg.

Neste estudo, foram realizados testes in vivo para investigar a toxicidade materno-fetal
decorrente da administracdo via gavagem das AuNPs, pois elas apresentam caracteristicas de
tamanho, formato, viabilidade celular in vitro.

As AuUNPs, apresentam caracteristicas adequadas para serem aplicadas como agente de
contraste na TC. Isto é possivel devido ao seu elevado nimero atémico, associado a facilidade de
ejetar elétrons da camada mais interna (camada K) na presenca de raios-X, consequentemente tem-
se um aumento expressivo na atenuacao do feixe incidente no valor correspondente a essa energia

de ejecéo [37].
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A tomografia computadorizada de raios-x é uma técnica de imagem utilizada para
complementacdo de diagndstico por meio da visualizacdo de certos 6rgdos e tecidos do corpo,
possibilitando caracterizagdo minuciosa da condi¢cdo dos pacientes [37, 38]. Uma forma de
melhorar a definicdo das imagens neste exame é a utilizacdo de agentes de contraste que funcionam
como atenuantes da intensidade dos raios-X. Contudo, uma das necessidade atuais € o uso de
agentes de contraste que apresentem vantagens como maior tempo de circulagdo na corrente
sanguinea, uso de menores doses, e maior tolerancia pelos pacientes em compara¢do com 0s
contrastes ja utilizados, o lodo e o Gadolineo, podem promover rea¢des adversas como urticarias,
nauseas, vomitos, conforme literatura Cole, L. [38]. De acordo com Meir, R. et al [39]. As AuNPs
sintetizadas podem ser estudadas como uma opcao de agente de contraste na tomografia de raios-
X, pois elas atendem aos requisitos quanto a baixa toxicidade, biocompatibilidade, além de
apresentarem maior atenuacao do que os agentes de contraste em uso. Em adicéo, as AUNPs podem
ser manipuladas conforme a necessidade, com tamanhos e formatos adequados, bem como, podem
ser usadas para marcacao celular de varios tipos de células alvo [39]. A Figura 11 mostra a
comparacdo de visualizacdo de Orgaos e tecidos entre uma imagem de TC de abodome total com
contraste iodado no tempo zero e 1:55 minutos depois da administracdo do contraste intravenoso

[72].

~1:55

Figura 11 — llustragdo da visualizacdo dos érgéos e tecidos em uma TC de abdome total antes da aplicacdo do
contraste iodado e 1:55 minutos depois da aplicacdo. Adapatado de Mergen, V. M. D. et al. [72].
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo apresentados o protocolo sintese dos nanocompositos 4.0AuNP-
PLUZ2.0; 3.0AuNP-PLU2.0; 2.0AuNP-PLUO0.5; 2.0AuNP-PLU2.0, bem como as técnias que foram
aplicadas para caracterizacdo. Em seguida a metodologia das aplicacbes biomédicas realizadas

(teste in vivo), teste fotoquimico e teste de contraste para tomografia) é relatada.

3.1 Materiais Empregados na Sintese dos Nanocompdsitos AUNP-PLU

Os reagentes utilizados para obtencdo dos nanocompdsitos AuNP-PLU foram o
copolimero tribloco Pluronic® F-127 de massa molar 12.600 g.mol?, o &cido cloroaurico tri-
hidratado (HAuUCl4-3H,0) de massa molar 393,83 g.mol?, e o Cloreto de Ftalocianina de Aluminio
(AICIPC) - (Cs2H16AICINg), de massa molar 574,96 g.mol™. Todos eles foram adquiridos da

Sigma-Aldrich e utilizados sem purificacdo adicional.

3.2 Sintese dos Nanocompdsitos AUNP-PLU

As solugdes dos reagentes PLU e HAUCI4, foram preparadas com &gua ultra-pura Mili-Q,
de resistividade de 18 MQ. As solugdes de PLU foram preparadas nas concentracfes: 0,5 e 2,0
mmol.L 2. As solugBes de acido cloroaurico (HAuCIs) foram preparadas nas concentracdes: 2,0;
3,0 e 4,0 mmol.L™. O protocolo utilizado para a sintese dos nanocompdsitos AuUNP-PLU consiste
na mistura reacional das solucGes de PLU e de &cido cloroaurico com volume final de 3 mL em

um béquer de 10 mL. As solugdes foram colocadas em uma cdmara de reagcdo com exposi¢do a



radiacdo UV (254 nm, 16 W) a temperatura ambiente, por 10 minutos para a reducéo do HAuCl,
e formagdo das nanoparticulas estabilizadas com PLU em meio aquoso [28]. A Figura 12 mostra

uma ilustracdo do processo de sintese das nanoparticulas de ouro.
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Figura 12 — llustracdo do processo de sintese das AuNPs. Adaptado de Gomes, D. S. B. [55].

A formacao dos nanocompadsitos foi monitorada por meio da anélise de espectros obtidos
no ultravioleta-visivel, utilizando-se o espectrofotémetro UV-Vis (UV-2600), Shimadzu
Corporation (Quioto, Japao). A Tabela 1 mostra a nomenclatura dos nanocompdsitos sintetizados,

bem como a concentragdo de PLU e de HAuCls empregados em cada um deles.

Tabela 1 — Nomenclatura dos nanocompositos sintetizados e as concentra¢des de PLU e HAuUCI, utilizadas

Nomenclatura [PLU] [HAUCI,]

Amostra (mmol.L™) (mmol.L™)
2.0AuNP-PLU:0.5 0.5 2.0
2.0AuNP-PLU:2.0 2.0 2.0
3.0AuNP-PLU:2.0 2.0 3.0
4.0AuNP-PLU:2.0 2.0 4.0

Apdbs a sintese, os nanocompodsitos foram centrifugados (ultracentrifuga no modelo

Proteome-Lab XL-A/XL-l - Beckman Coulter, EUA), composta de 24 lugares para adigéo de
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microtubos de plastico, os quais foram preenchidos com 2 mL de cada amostra (12000 rpm, a 10
°C por 120 minutos). Os nanocompdsitos produzidos foram caracterizados por meio das técnicas:
microscopia eletronica de transmissdo, espalhamento dinamico de luz, potencial zeta e

espectroscopia no infravermelho e Raman.

3.3 Preparagao do sistema AuNP-PLU-AICIPc

As solugdes de AICIPc foram preparadas em diferentes concentragdes (0,1; 0,5 e 5 pg/mL),
com o solvente orgénico etanol, banho ultrassonico de 10 minutos, na auséncia de luz, segundo o
protocolo descrito na literatura [13]. Posteriormente, as solugdes de AICIPc foram associadas aos
nanocompositos, formando o sistema AuNP-PLU-AICIPc. Estas amostras foram empregadas em
teste fotoquimicos com 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF), para determinacdo das especies
reativas de oxigénio. A Tabela 2 mostra a nomenclatura dos nanocompdsitos associados com o

fotossensibilizador AICIPc, bem como as concentrac6es utilizadas.

Tabela 2 — Nomenclatura dos nanocompositos associados ao fotossensibilizador e as concentragdes de AICIPc

Nomenclatura Amostra [AICIPc]
(H9)
2.0AuNP-PLU:0.5-0,1micg AICIPc 0,1 ug
2.0AuNP-PLU:0.5-0,5micg AICIPc 0,5 ug
2.0AuNP-PLU:0.5-5,0micg AICIPc 5,0 ug
2.0AuNP-PLU:2.0-0,1micg AICIPc 0,1 ug
2.0AuNP-PLU:2.0-0,5micg AICIPc 0,5 ug
2.0AuNP-PLU:2.0-5,0micg AICIPc 5,0 ug

3.4 Aplicacoes biologicas

Na descricdo das aplicagbes biologicas serdo detalhados os protocolos experimentais

empregados para a conducdo dos experimentos propostos.



3.4.1 Estudo de toxicidade materno-fetal em ratas prenhas

Ratos Wistar adultos fémeas (180-200 g) e machos (220-240 g) foram mantidos em gaiolas
para trés ratos com lascas de madeira autoclavadas sob condic¢des laboratoriais padréo (23 £ 2 °C,
umidade 50 + 10%, 12 horas de luz/ciclo escuro), com comida peletizada e agua da torneira
fornecida ad libitum. Estando de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Araguaia (Universidade Federal de Mato
Grosso — UFMT / Campus do Araguaia). Namero do Protocolo: CEUA 278, em reunido ordinaria
na data de 05/04/2019.

Apos duas semanas de aclimatacdo no biotério do Laboratério de Fisiologia de Sistemas e
Toxicologia Reprodutiva da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), todas as ratas foram
cruzadas durante a noite com ratos machos. O dia zero da prenhez (Do) foi registrado e atribuido na
manha seguinte, quando os espermatozoides foram encontrados no esfregaco vaginal [40]. As ratas
prenhas foram distribuidas aleatoriamente por nimeros aleatérios computacionais em dois grupos
experimentais (n=12 animais/grupo): Controle = ratas prenhas tratadas com agua; Tratados = ratas
prenhas tratadas com 2.0AuNP-PLU:2.0. As ratas foram tratadas com AuNP-PLU ou veiculo (agua)
pela manhd por via intragastrica (gavagem) durante a prenhez (do 0 ao 21° dia prenhez). A selecéo
de dosagem de 2.0AuNP-PLU:2.0, expressa em termos de teor de Au (137,5 pg/kg) foi feita de acordo
com a dose relatada anteriormente [40, 41], que em humanos é equivalente a 22 pug/kg com base na
area de superficie corporal (BSA) [41, 42].

Nos dias 0, 7, 14 e 21 de prenhez (as 9 h), foram determinados o peso corporal materno, o
consumo de alimentos e agua. No 21° dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas com pentobarbital
sodico (Thiopentax® - 120 mg/kg). Em seguida, as ratas foram submetidas a laparotomia para

exposicdo dos cornos uterinos. O Utero gravidico foi retirado, pesado e dissecado. A porcentagem de
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perda embrionéria antes e depois da implantacdo foi calculada [43]. Os fetos e placentas foram
pesados. Os fetos foram entdo classificados pelo peso corporal [41, 42, 43] e avaliados para

determinar a presenca de anomalias externas, conforme o procedimento apresentado na Figura 13.

Figura 13 — llustragdo dos procedimentos conduzidos com as ratas. Reproduzida de Damasceno, D. C. et al. [65].

Apos analise externa, metade dos fetos foi fixada em liquido de Bouin e sec¢Ges seriadas
foram preparadas conforme descrito conforme literatura [44] para exame visceral. Os fetos
remanescentes foram preparados para exame dos esqueletos pelo procedimento de coloracao
conforme relatado anteriormente [45]. Além das analises esqueléticas, a contagem dos locais de
ossificacdo foi realizada para determinar o grau de desenvolvimento fetal [46], conforme o

procedimento apresentado na Figura 14.



Analise de anomalias

Figura 14 - llustragio do procedimento para analisar as anomalias dos fetos. Reproduzida de Damasceno, D. C. et
al. [65].

3.4.2 Tomografia computadorizada de raios-X

O nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0 foi testado com objetvo de verificar a possibilidade
da sua utilizagcdo como agente de contraste, em comparagdo com o produto comercial de uso
hospitalar Optiray® 320.

O experimento foi conduzido com o nanocompdsito 2.0AuNP-PLU:2.0 com concentracdo
de Ouro (Au = 1,23 mg/mL), conforme calculado a partir do resultado obtido na andlise de
absorcdo atdmica anteriormente feita [55], foi comparada com Optiray@320_1 (Liebel-Flarsheim
Company LLC, Raleigh, NC, EUA (EUA) contendo lodo na mesma concentracdo (I = 1,23
mg/mL), o experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Caracterizacdo Tecnoldgica da Escola
Politécnica da Universidade de S8o Paulo-SP, Brasil. Utilizando o microscépio de raios-X 3D:
equipamento Zeiss Xradia Versa XRM-510, para energias de feixe de 80, 100, 120 e 140 KV. Os

coeficientes de atenuagdo do ar e da agua deionizada foram utilizados para calibragéo [47].

3.4.3 Teste fotoquimico com DPBF e cloreto de ftalocianina de aluminio

A producéo de oxigénio singleto pelos nanocompésitos foi quantificada via decomposi¢édo

de DPBF conforme descrito [13], pois 0 DPBF reage irreversivelmente com o oxigénio singleto,
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resultando na diminuigdo da sua absorbancia que é monitorada por medidas de absor¢do na faixa
de 360 a 450 nm.

O experimento foi conduzido com 200 pL de cada uma das amostras e de cada um dos
controles ja associadas ao AICIPc em uma placa de 96 pocos. Foram adicionados aos
nanocompositos e aos controles 10 pL da solucdo etandlica de DPBF (22,5 pg.mL?) e a
absorbancia de DPBF foi registrada a 410 nm. A placa foi irradiada repetidamente por 10 s por
uma fonte de luz LED de 660 nm com poténcia de 0,04 W.cm?, resultando em fluéncia de energia
de 0,4 J.cm? por ciclo. Apds completar 10 ciclos de irradiagdo, alcancou aproximadamente 4,0
J.cm?, conforme se observa na Figura 15 que mostram a montagem do equipamento sem
iluminacédo na placa em (a) e com iluminagdo em (b). A absorbancia foi registrada apds cada ciclo
de irradiacéo para observar a degradacdo do DPBF na presenca do fotossensibilizador AICIPc. A
poténcia irradiada da lampada de LED foi determinada com um medidor de poténcia digital

(Fieldmax I1, Coherent, EUA) [13].

Figura 15 — Montagem do equipamento para 0 experimento fotoquimico, em (a) placa sem iluminagéo, (b) placa

sendo irradiacdo. Imagens cedidas por Torres, R.
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3.5 Técnicas de caracterizacao

O desenvolvimento de nanoestruturas exige que as nanoparticulas (NPs), bem como os
nanocompositos, sejam devidamente caracterizados quanto as suas caracteristicas morfoldgicas,
propriedades fisico-quimicas, de superficie e estabilidade ao longo do tempo de armazenamento.

A técnica de espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi empregada neste trabalho
a partir do uso do espectrofotdometro Shimadzu UV-2600, com resolucéo de 0,1 nm, realizando leitura
na faixa de 185 a 900 nm. Os nanocompdsitos foram analisados em cubetas de quartzo com 10 mm
largura com o objetivo de monitorar a formacdo das nanoparticulas de ouro (AuNP) por meio do
acompanhamento da banda plasménica de superficie de absorcéo do ouro, que geralmente se encontra
na regido entre 500 e 550 nm. Esta técnica fornece a fracdo de luz que é absorvida pela amostra a
partir da sua exposicdo a uma luz monocromatica que pode interagir com os elétrons de seus
componentes, gerando transicoes eletronicas entre seus estados de energia fundamental e excitado e
assim o sinal de absorbancia é obtido durante a anélise. Também é possivel obter dados como a
concentracdo a partir do uso da Lei de Lambert-Beer, além de efetuar o monitoramento dos
nanocompadsitos com o passar do tempo [48, 54].

A técnica de espalhamento dindmico de luz (EDL) foi empregada para avaliar o diamero
hidrodindmico (Dn) e o indice de polidisperséo (Pdl) dos nanocompositos, com base nas variagdes
de intensidade de radiacdo espalhada que incide sobre a suspensao coloidal. Este feixe espalhado
é captado por um detector localizado a um certo angulo em relacdo ao feixe incidente [49]. Ao
final, pode-se relacionar a difusdo das particulas no meio, que foi determinada pelas variagdes na
intensidade do feixe utilizado, com seu tamanho hidrodinamico pela equacéo de Einstein-Stoke.

O indice de polidispersdo (Pdl) indica o grau de dispersdo da amostra. Quanto menor € o0 seu
valor, mais homogénea é a distribuicdo de tamanho das particulas no meio. As analises foram
feitas no equipamento Zetasizer Nano ZS® - Malvern Instruments.

Os dados de potencial zeta (¢) fornecem informagdes sobre a estabilidade das suspensdes
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coloidais, com base na relacdo da bicamada elétrica das nanoparticulas. Uma camada interna que
apresenta uma carga altamente ligada a particula, e outra camada superficial de contra-ions. Assim,
ao submeter o coloide a um campo elétrico externo, os ions da camada de Stern sdo deslocados.
Dessa forma, o potencial zeta é obtido por meio do potencial eletrostatico medido no plano de
cisalhnamento da bicamada [50]. Para ser considerado estavel, o sistema coloidal deve apresentar
um potencial zeta maior ou igual a 30 mV, em modulo. As medidas foram obtidas através do
equipamento Zetasizer Nano ZS® - Malvern Instruments.

As imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) fornecem informacdes
sobre morfologia, bem como a dimenséo das nanoparticulas de ouro. Esta microscopia funciona a
partir de uma fonte de luz de pequeno comprimento de onda, que é direcionada a amostra por meio
de um filamento metéalico [51]. A partir dos dados do didmetro de um grande nimero de particulas,
obtidos das micrografias (utilizando-se o software ImageJ), obtém-se os histogramas de
distribuicdo de tamanho. Considerando que as nanoparticulas possuem formato aproximadamente
esférico, pode-se utilizar um ajuste do tipo log-normal, equacgédo 1, para obter o diametro médio
(Dmed) € 0 desvio padrdo do diametro (o).

D
In 2
1 _ (Dméd)

PPN 252 (Equacéo 1)

P(D) =

A espectroscopia no infravermelho foi utilizada neste trabalho com o objetivo de
identificar os grupos funcionais presentes no copolimero tribloco PLU, nos nanocompositos
sintetizados e no fotossensibilizador. Os espectros de infravermelho foram obtidos por meio de
refletanica total atenuada (FTIR-ATR) no espectrdmetro Varian 640IR, no qual foram colocados
10 pL de amostra do nanocompdsito ou das solucdes de PLU, sobre o cristal. As medidas séo
obtidas ap0s secagem do material. Esta técnica funciona a partir da absor¢do de radiacéo

eletromagnética na regido do infravermelho, que é observada pela alteracdo nos modos de vibracéo
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e rotacdo naturais dos grupos funcionais presentes na molécula, podendo ser estiramento simétrico
e assimétrico e dobramento fora e dentro do plano. Para que a absor¢do da radiagdo aconteca a
molécula deve estar em uma frequéncia de vibracdo equivalente a radiacdo incidente e o seu
momento de dipolo deve ser alterado [52].

A espectroscopia Raman foi utilizada neste trabalho para estudar a estrutura dos
nanocompositos sintetizados antes e apds a associacdo com AICIPc e do PLU. Esta técnica permite
identificar a estrutura quimica das amostras, por meio da interacdo das moléculas presentes no
nanocomposito. Um feixe de laser é utilizado como fonte de excitacdo, gerando um espalhamento
inelastico no arranjo atbmico da amostra. Assim, a frequéncia vibracional dos atomos que
compdem a amostra, € medido como um deslocamento da frequéncia do feixe incidente.
Graficamente esses deslocamentos advindos da excitagdo eletronica e liberagdo de fotons geram
bandas e picos especificos de grupos funcionais que, posteriormente, podem ser identificados [53].
Os espectros Raman foram adquiridos na configuracdo micro-Raman (lente objetiva com
magnificacdo de 50x) utilizando-se o espectrémetro LabRAM HR Evolution (Horiba Scientific,

Quioto, Japdo), equipado com uma CCD.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos da caracterizagdo dos
nanocompositos sintetizados. Os experimentos foram conduzindos empregando-se as técnicas de
espectroscopia no ultravioleta-visivel, no infravermelho, e Raman, espalhamento dinamico de luz,

potencial zeta e microscopia eletrénica de transmisséo.

4.1 Caracterizacdo dos nanocompositos

Os nanocompositos preparados, o precursor metalico e o PLU foram caracterizados por
espectroscopia UV-Vis, cujos espectros serdo apresentados a seguir. A Figura 16 se refere aos
espectros dos precursores HAuUCl; e o PLU, conforme indicagdo. Observa-se no espectro da
solugdo HAUCI: uma banda em 230 nm, caracteristico da transferéncia de carga entre ligante (1)
¢ o metal (6*), conhecida como banda LMCT (transi¢do de transferéncia de carga de ligante metal)
[56] atribuida as espécies de Au(lll) que estdo presentes na solucdo. O PLU ndo apresenta

transicdes eletrdnicas na faixa de leitura medida no UV-vis.



Solugéo Pluronic F-127
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Figura 16 — Espectro do ultravioleta-visivel do HAuCl, e do PLU

A Figura 17, mostra os espectros dos nanocompdsitos 4.0AuNP-PLU:2.0; 3.0AuNP-
PLU:2.0; 2.0AuNP-PLU:0.5; 2.0AuNP-PLU:2.0, na qual podem ser observadas as bandas de
ressonancia plasmonica de superficie caracteristica da formagéo das nanoparticulas de ouro entre
525 a 530 nm, dependendo da concentracdo de cada amostra. Comparando-se com o espectro da
solucdo HAuUCIls, observa-se um deslocamento da banda LMCT de 230 para 290 nm
provavelmente relacionada a coordenacdo dos ions de ouro (AuCls.) aos &tomos de oxigénio da
cadeia do PLU [56, 57]. Observa-se também na Fig. 17 o efeito do aumento da concentracdo dos
fons de ouro nos nanocompdsito sintetizados, quando néo se altera a concentracao do PLU (linha
preta e vermelha). Verificou-se um aumento nos valores de absorbancia da banda de ressonancia
plasmonica de superficie, com pouca alteracéo de formato e posicao. Para 0s nanocompasitos nos
quais a concentracdo de HauCls se manteve fixa (2.0AuNP-PLU:0.5; 2.0AuNP-PLU:2.0), e
variou-se a concentracdo de PLU, observa-se que quanto menor a concentracdo de PLU, menor
intensidade da absorbancia da banda de ressonancia plasménica de superficie, além de bandas mais

largas.
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4,0AUNP-PLU2,0

3,0AuNP-PLU2,0
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Figura 17 — Espectros UV-vis dos nanocompositos 4.0AuNP-PLU2.0; 3.0AuNP-PLU2.0; 2.0AuNP-PLUOQ.5;
2.0AuNP-PLU2.0, conforme indicacéo.

A Figura 18 mostra a foto dos nanocompasitos sintetizados neste estudo, da esquerda para
direita 4.0AuNP-PLU2.0; 3.0AuNP-PLUZ2.0; 2.0AuNP-PLUZ2.0 e 2.0AuNP-PLUO.5.

Amostra Amostra Amostra Amostra
4.0AuNP-PLU2.0 3.0AuNP-PLU2.0 2.0AuUNP-PLU2.0 2.0AuNP-PLUO.5

Figura 18 — Foto dos nanocomp@sitos obtidos. llustracdo da autora.

As micrografias (MET) dos nanocompositos foram obtidas para avaliar a morfologia e a

dimensdo das nanoparticulas de ouro. Os histogramas de tamanho foram construidos a partir da
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medida dos didmetros das particulas das imagens de MET. Os dados apresentados no histrograma
foram ajustados por meio uma distribuicdo log-normal, para obtencdo do didmetro médio das

particulas. Na Tabela 3 estdo listados os didmetros médios e a dispersdo de tamanho (o).

Tabela 3 — Dados do diametro médio (Dmédio) e dispersio (o) obtidos para os nanocompdsitos na MET

Histograma - Amostra Dmedio (NM) Dispersao (6) (nm)
Figura
(c) - (d) 2.0AuNP-PLU:0.5 5,75 £0,05 0,17 £0,01
(@) —(b) 2.0AuNP-PLU:2.0 22,8 £0,89 0,46 + 0,03
(e)=(hH 3.0AuNP-PLU:2.0 44,4 + 0,96 0,23 £ 0,02
(9) = (h) 4.0AuNP-PLU:2.0 15,2 £ 0,25 0,34 £ 0,01

Dados apresentados: média + desvio padrdo, n=3. p<0,05

A Figura 19 mostraa MET das amostras sintetizadas, bem como os respectivos histogramas
de quantidade de particulas em fungdo do tamanho. As micrografias das amostras 2.0AuNP-
PLU:2.0, 2.0AuNP-PLU:0.5, 3.0AuNP-PLU:2.0 e 4.0:AuNP-PLU:2.0 apresentam formato
esférico, conforme se observa na Fig. 11(b), (d) , (f) e (h), em concordancia com os outros dados
relatados na literatura [22]. De acordo com as analises do histograma da amostra AUNP-PLU:0.5,

Figura (c), ela apresentou baixo indice de dispersdo, podendo ser considerada quase monodispersa.
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Figura 19 — Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo dos nanocompositos (b)-2.0AuNP-PLU:2.0, (d)-
2.0AuNP-PLU:0.5, (f)-3.0AuNP-PLU:2.0, (h)-4.0AuNP-PLU:2.0



Os dados das distribuicdes de didmetro hidrodindmico obtidas por EDL das solugfes de
PLU e dos nanocompdsitos sintetizados estdo apresentadas na Tabela 4. De acordo com a
literatura, os nanocompdsitos de tamanhos hidrodinamicos de aproximadamente 30 nm, indicam
formacdo da estrutura micelar que as cadeias do PLU formam com o precursor metélico,
apresentando um nicleo hidrofébico (PPO) e a casca hidrofilica (PEO) [58]. Na Tabela 4 também

estdo listados os valores obtidos para o potencial zeta e indice de polidispers&o.

Tabela 4 — Diametro hidrodinamico, indice de polidispersao e potencial zeta dos nanocompositos

Amostra Du (nm) Pdl ¢ (mV)
2.0AuNP-PLU:0.5 29,4 + 0,04 0,39 £0,02 -0,12 + 0,02
2.0AuNP-PLU:2.0 30,7 £ 0,03 0,41 £ 0,03 -0,02 + 0,03
3.0AuNP-PLU:2.0 50,5 £ 0,02 0,28 £0,04 -0,04 + 0,08
4.0AuNP-PLU:2.0 45,3 £ 0,03 0,35+ 0,03 -0,08 + 0,06

Dados apresentados: média + desvio padrdo, n=3. p<0,05

A técnica de espectroscopia no infravermelho, foi utilizada para estudar as mudancas
estruturais que ocorreram na formacgéo dos nanocompdsitos. Para isso, foi analisado o espectro das
solugBes de PLU nas concentragdes utilizadas de 0,5 e 2,0 mmol.L, na faixa de 800 a 1400 cm™,
como se observa na Fig. 20. Observa-se nesse espectro o deslocamento da banda de estiramento
do grupo éter (C-O-C), localizada em 1109 cm™ quando a concentragéo do PLU é igual a 0,5 mmol
L e se desloca para menores niimeros de onda (1099 cm™) para o regime micelar na concentragio
de 2,0 mmol L. A variagdo do nimero de onda desta banda ¢ uma evidéncia da formagdo de
micelas pelas cadeias de PLU [59]. A Tabela 5 mostra o nimero de onda dos picos observados e

do modo vibracional das principais bandas observadas na Figura 20 [52, 59].
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Figura 20 — Espectros no infravermelho do PLU nas concentragdes 0,5 e 2,0 mmol.L?, conforme indicagéo.

Tabela 5 — Identificacdo das principais bandas no infravermelho da solucdo PLU

Numero de onda Atribuicao
(cm™)
1375 Dobramento simétrico CH3
1360 Dobramento simétrico fora do plano CH>
Estiramento C-C
1345 Dobramento simétrico fora do plano CH»
1280 Dobramento assimétrico fora do plano CH»
1243 Dobramento assimétrico fora do plano CH»
1150 Estiramento C-O-C
Estiramento C-C
1100 - 1109 Estiramento C-O-C
1070 Estiramento C-O
968 Dobramento assimétrico no plano CH;
943 Dobramento assimétrico no plano CH>
Estiramento C-O-C
847 Dobramento C-H fora do plano

O espectro no infravermelho do nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0 foi comparado com a
solucio de PLU na mesma concentracdo de 2,0 mmol.L™ (Fig. 21). E possivel observar o
deslocamento referente ao estiramento do grupo éter (C-O-C) para menores himeros de onda. 1sso
pode estar relacionado a presencga de nanoparticulas coordenadas ao grupo. Verifica-se, também,

uma pequena banda em 1750 cm™ possivelmente associada ao estiramento C=0 de aldeidos ou
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acido carboxilico, indicando a oxidacdo do polimero quando na presenga dos ions AuCla..

*Solugdo 2,0mmol Pluronic F-127
2.0AuNP-PLU:2.0

produtos de oxidacdo

N\

' L
1500 1600 1300

Absorbanca (v.a)

Numero de onda (cm )

Absorbancia (u.a)

T v T ¥ T T T T T T
800 1000 1200 1400 1600 1800

Numero de onda (cm™)

Figura 21- Espectro no infravermelho do nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0 e do PLU conforme indicagéo

Observa-se no espectro Raman da solucdo de 2,0 mmol.L™ de PLU (Fig. 22), a banda em
1490 cm™ que pode ser associada a deformacédo nas ligagcdes C-C presentes na estrutura do
polimero, bem como pico em 1300 cm? referente a ligagdo C-CHs da parte hidrofobica da cadeia
polimérica. Na mesma figura, também se observa os picos abaixo de 600 cm™ que estdo
relacionados ao estiramento das ligagdes C-O e o pico em 850 cm™ referente as ligagdes C-CH;

no PLU [53].
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Figura 22 — Espectro Raman do nanocompésito 2.0AuNP-PLU:2.0 e do PLU

Na Fig. 22 também se observa o espectro do nanocompdsito 2.0AuNP-PLU:2.0 com uma
intensa banda Raman deslocada para 600 cm™ que, em comparagéo com o espectro do PLU puro,
era menor, sugerindo que as nanoparticulas de ouro estéo ligadas na estutura do polimero por meio
de seus atomos de oxigénio [52]. Além de pico em 1300 cm™ referente a deformacéo da ligagdo
C-CHzda parte hidrofébica da cadeia polimérica com os ions de ouro do meio aquosol. Enquanto
a banda em torno de 1100 cm™ pode ser associada ao estiramento das ligagdes C-CH, presentes
no nanocomposito que apresentam menor intensidade em comparagdo com a solucdo de PLU puro
na mesma concentrag¢do. Outros picos que no espectro do copolimero puro eram mais evidentes,
no espectro do nanocomposito se tornaram menores, como aqueles que estdo na regido acima de
1400 cm'*. Por exemplo o pico intenso que é visto no espectro do PLU em 850 cm™?, que se refere

ao estiramento das ligacGes C-O, mas que se mostra menos intenso no espectro do nanocomposito.
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4.6 Caracterizagao do sistema AuUNP-PLU-AICIPc

A Fig. 23 mostra o espectro UV-Vis do AICIPc, onde se observam as bandas em 680 nm,
650 nm 600 nm, 380 nm, 300 nm e 250 nm, caracteristicas de ftalocianinas. Essas bandas sdo
atribuidas as transi¢des entre orbitais 7 para 7* do seu anel conjugado principal. A banda observada
em 300 nm é chamada de banda B (Soret), enquanto a banda observada em 680 nm é chamada de
banda Q. Esta banda Q (600 nm) é adivinda das transic6es entre o estado fundamental Aig, €0

estado excitado singlete E, [60].

Cloreto de Ftalocianina de Aluminio

Absorbéancia (u.a)
N
1

T T T T T T T
200 400 600 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 23 — Espectroscopia UV-vis do Cloreto de falocianina de aluminio

Apos a sintese, uma aliquota dos nanocompdsitos 2.0AuNP-PLU:0.5 e 2.0AuNP-PLU:2.0
foi misturada a uma solucdo de AICIPc em trés concentracGes diferentes, 0,1; 0,5 e 5,0 ug,
formando os nanocompdsitos empregados nos experimentos.

A Figura 24, apresenta 0s espectros das amostras, nos quais se observa o pico caracterisco
do fotossensibilizador em 680 nm além da banda associada a formacdo das AuNPs em 526 nm.
Quando se compara 0s espectros do nanocompasito contendo AICIPc (Fig. 24) com o da AICIPc

pura (Fig. 23), a banda caracteritica da AICIPc surge apenas para a amostra na qual adicionou-se
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5,0 ug do fotossensibilizador. Em concentracGes menores 0,1 g e 0,5 pg ndo é possivel observar

diferencas significativas.

2 0AuNP-PLU-2 0-5,0micg AICIPc

3 — 2 0AuNP-PLU-2 0-0,5micg AICIPc

2 0AuNP-PLU-2 0-0,1micg AICIPc

2.0AUNP-PLU:0.5-0,1micg AICIPc

2.0AuNP-PLU:0.5-0,5micg AICIPc

2.0AuNP-PLU:0.5-5,0micg AICIPc

Absorbéncia (u.a)

T T T
400 600 800

Comprimento de onda (nm)

T
200

Figura 24 — Espectroscopia no UV-vis das amostras associadas ao fotossensibilizador Cloreto de falocianina de

aluminio

Apo6s a mistura dos nanocompoésitos com o AICIPc, a distribuicdo de diametro
hidrodinamico, o indice de polidispersdo e o potencial zeta foram medidos, cujos dados sdo
listados na Tabela 6. O diametro hidrodindmico do AICIPc encontrado foi de aproximadamente
205,4 nm, em acordo com a literatura [17, 61].

A Tabela 6, mostra os didametro hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta dos
nanocompdsitos associados com AICIPc. De acordo com a literatura [13], os tamanhos
apresentados pelos hanocompositos se mostram adequados, pois é esperado que o AICIPc esteja
dentro da micela de PLU, na parte hidrofobica da cadeia, resultando em pouca alteracdo em

comparagdo com o Dn inicial dos nanocompositos.

51



Tabela 6 — Diametro hidrodinamico, indice de polidisperséo e potencial zeta dos nanocompdsitos associados ao

AICIPc
Amostras Du (nm) PdlI £ (mV)
2.0AuNP-PLU:0.5-0,1ug AICIPc 29,4 +£0,05 0,32 +£0,03 -0,04 + 0,02
2.0AuNP-PLU:0.5-0,5ug AICIPc 29,5 +0,02 0,29 +£0,02 -0,03 + 0,07
2.0AuNP-PLU:0.5-5,0ug AICIPc 29,7 £0,03 0,33 +0,03 -0,05 £ 0,03
2.0AuUNP-PLU:2.0-0,1ug AICIPc 30,6 + 0,06 0,39 +£0,05 -0,12 £ 0,02
2.0AuNP-PLU:2.0-0,5ug AICIPc 30,5+0,04 0,35+0,04 -0,38 £ 0,05
2.0AuNP-PLU:2.0-5,0ug AICIPc 30,8 +0,03 0,38 £ 0,05 -0,75 +0,07
Cloreto de Ftalocianina de Aluminio 205,4 + 0,045 0.41 +£0,02 -0,82 + 0,03

Dados apresentados: média + desvio padrdo, n=3. p<0,05

A técnica de espectroscopia no infravermelho, foi novamente utilizada, mas desta vez para
estudar as mudangas que ocorreram nos nanocompositos apds a sua associagdo com AlCIPc.

Foi analisado primeiramente o espectro do AICIPc puro, na regido de 450 a 4000 cm'*
(Figura 25). Observa-se pico caracteristico da ligagdo Al-Cl em 460 cm™, C-N na faixa de 1000 a
1350 cm®, C=N entre 1690 a 1640 cm™, ligacdes C=C de 1600 a 1680 cm™, em 3400 cm?, ligagdo

N-H, e 3000 cm™, ligages C-H [52, 61].

460 1000-1350 1640 - 1690 3000 3400

Cloreto de Ftalocianina de Aluminio J

Absorbéancia (u.a)

i)

T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Numero de onda (cm™)

Figura 25 — Espectro no IR-ATR do AICIPc



Os espectros apresentados na Fig. 26 mostram para comparagdo, 0s espectros do
nanocomposito  2.0AuNP-PLU:2.0, e do nanocompdsito associado ao fotossensibilizador
2.0AuNP-PLU:2.0-5,0ug AICIPc, e do AICIPc puro. Observa-se (no gréafico em destaque), um
aumento na intensidade do pico em 460 cm™ referente a ligacéo ligagdo Al-Cl. Bem como picos
na regido entre 1600 a 1700 cm™, possivelmente relacionados a coordenagdo entre o grupo éter
(C-0-C) do nanocompdsito aos grupos nitrogenados do fotossensibilizador [53, 60, 61, 62]. Em
690 cm? apresenta-se pico referente ao estiramento fora do plano das ligagdes C-H do anel

aromatico do fotossensibilizador [52].

460 690
Cloreto de Ftalocianina de Aluminio
2. 0AuNP-PLU:2.0-5,0micg AICIPc
2 0AUNP-PLU-2.0
_ ] [ [T]
a ’ {11 | [
2 M |
—_ - ) N |
@ e : "
S £ 0. -
— 2 |
o | A |
3 ) N N }
g f “‘“"\‘I Iul | JJLA,\
«T P N
Q T T T
g 500 1000 1500
Numero de onda (cm™”
0 (em™)
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T T
1000 1500
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Figura 26 — Espectro no infravermelho do nanocomposito associado ao AICIPc 2.0AuNP-PLU:2.0-5,0ug AICIPc,
do 2.0AuNP-PLU:2.0 controle e do AICIPc
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A Figura 27 mostra o Espectro Raman, na faixa de 550 a 1600 cm, do AICIPc. Observa-
se em 600 cm™ um pico referente as ligagdes C-H do anel aromatico presente na estrutura do
AICIPc. Em 700 cm™, um intenso pico associado a ligacdo AI-N, caracteristico deste tipo de
ftalocianina. A banda em 878 cm™ pode ser assoaciada ao estiramento da ligagdo C-C, em 1150
cm & deformacio N-Hz, e na faixa de 1350 a 1450 cm™ & deformac&o associada as ligagdes CH2-
CHs. Em adic8o, o pico em 1550 cm™ pode ser relacionado ao estiramento de ligagdes duplas C=C

no anel aroméatico e em 1650 cm™ ao estiramento da ligagdo C=N [53, 61, 62],

Cloreto de Ftalocianina de Aluminic

Intensidade Raman (u.a)

T T | T | T | T | T |
600 800 1000 1200 1400 1600
Numero de onda (cm™)

Figura 27 — Espectro Raman do AICIPc
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Os espectros Raman do nanocompoésito 2.0AuNP-PLU:2.0 puro, do AICIPc, e do

2.0AuNP-PLU:2.0-5,0ug-AlCIPc, séo apresentados na Fig. 28.

2.0AuNP-PLU:2.0-5,0micg AICIPc

Cloreto de Ftalocianina de Aluminio

2.0AuNP-PLU:2.0

H\'\/\Jv/ }\mﬂ q\\/“{ \n/ kaﬂ

T T T T T T T T T T
600 800 1000 1200 1400 1600

Intensidade Raman (u.a)

Numero de onda (cm™)

Figura 28 — Espectro Raman dos nanocompadsitos 2.0AuNP-PLU:2.0, 2.0AuNP-PLU:2.0-5,0 pg AICIPc, e do
AICIPc puro.

Observa-se na Fig. 28 uma banda em 1350 cm™ associado a deformac&o nas ligagGes CH.-
CHjs entre o fotossensibilizador e a cadeia polimérica do nanocompdésito. Um pico em 700 cm™,
associado a ligacdo AI-N, podendo estar associado a presenca de moléculas de aluminio e
nitrogénio no nanocomposito.

Diferentemente do espectro do nanocompdsito 2.0AuNP-PLU:2.0, que ndo apresenta picos
ap6s 1500 cm?, o nancompdsito 2.0AuNP-PLU:2.0-5,0 pg-AICIPc apresenta pico em 1650 cm™
atribuido ao estiramento da ligacdo C=N, que pode estar relacionado com a ligacéo entre 0s grupos
nitrogenados do fotossensibilizador com a parte hidrofobica da cadeia polimérica. Observa-se,
também, um pico em 1550 cm?, possivelmente relacionado ao estiramento das duplas ligacdes

do anel aromatico [53, 61, 62].
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Capitulo 5
Aplicacbes Biologicas

Neste capitulo serdo apresentados os resultados das aplicacbes bioldgicas dos
nanocompositos 2.0AuNP-PLU:0.5 e 2.0AuNP-PLU:2.0. Em particular, a amostra 2.0AuNP-
PLU:2.0 foi selecionada para os estudos in vivo, porque em estudo anterior, ndo apresentou
toxicidade para células NIH-3T3 em experimento in vitro empregando-se o protocolo MTT de
acordo com o relatado por Gomes, D. S. B. [20]. O nanocompésito 2.0AuNP-PLU:2.0 foi
administrado in vivo, a ratas prenhas para avaliacdo da toxicidade materno-fetal. Este mesmo
nanocomposito foi estudado como agente de contraste na tomografia computadorizada de raios-
X. Por outro lado, os nanocompositos 2.0AuNP-PLU:0.5 e 2.0AuNP-PLU:2.0 foram utilizados
em teste de estresse oxidativo, para verificar a formacéo de oxigénio reativo e possivel aplicacdo

em TFD.
5.1 Aplicacéo in vivo do nanocompdsito 2.0AuNP-PLU:2.0 em ratas prenhas

Foram avaliados o peso corporal, a quantidade de racdo e de agua ingeridos pelas ratas que
receberam a administracdo via oral do nanocompdsito coloidal e do grupo controle. Cada grupo
foi composto por 12 ratas, o grupo controle (ndo houve administracao de 2.0AuNP-PLU:2.0) e no
grupo tratado com 2.0AuNP-PLU:2.0 por 21 dias. Os resultados apresentados na Tabela 7 do dia
da administracdo (0) e do dia 21, mostram que houve pouca diferenca, menos de 5%, entre 0s
valores médios do peso corporal, ingestdo de agua e de alimentos, obtidos para os dois grupos. As

maiores diferencas observadas foram na média do peso corporal e da ingestdo de 4gua no 21° dia.
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Tabela 7 — Dados de peso corporal, ingestdo de agua e de alimentos no grupo controle e tratado

Controle Tratado
(n=12) (n=12)
Peso Corporal
Dia0 2675+17,1 2719+241
Dia 21 389,7 £ 22,3 395,2 + 37,7
Ingestdo de Alimentos
Dia0 17,4 +2,6 18,9+2,7
Dia 21 23,5+4,2 23,8 12,7
Ingestdo de Agua
Dia 0 51,8 +9,8 51,9 +16,1
Dia 21 59,6 £13,2 65,1 +15,3

Dados apresentados como média * desvio padrdo (DP).
*p < 0,05 — comparado ao grupo controle (teste t de Student)

Além do peso corporal, consumo de agua e de racdo, o peso dos 6rgdos como coracao,
figado, baco e rim, sdo considerados parametros importantes na avaliagdo da toxicidade sistémica
de uma substancia [41]. As concentracGes aumentadas de AST e ALT no sangue sdo usadas como
marcadores bioquimicos de danos no tecido hepatico, e a ureia e a creatinina sdo usadas para
avaliar a funcdo renal [43]. Os dados de massa dos 6rgdos coracédo, figado, baco e rim e os
parametros bioquimicos do soro, dos grupos controle e tratado listados na Tabela 8 ndo mostraram
diferencas nesses parametros entre os grupos, sugerindo gque o tratamento feito com o coloide
2.0AuNP-PLU:2.0 ndo induziram toxicidade materna. O calculo do peso relativo foi estabelecido
pela relacdo do peso de cada 6rgdo (em gramas) pelo peso corporal final da rata e multiplicado por
100. O resultado foi expresso em gramas/100 gramas de peso vivo (g/100g p.v.). Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo (DP). Apds realizagdo do Teste de Normalidade, 0s

resultados paramétricos foram comparados por meio de Analise de Variancia. Para a comparacao

57



das percentagens foi utilizado o teste Exato de Fisher. Foi considerado como nivel de significancia

estatistica o limite de 5% (p < 0,05).

Tabela 8 — Dados de massa dos 6rgdos coracao, figado, baco, rim e os parametros bioquimicos do soro no grupo

controle e tratado

Controle Tratado
(n=12) (n=12)
Coracédo (g/100g) 0,31 +0,03 0,31+£0,03
Figado (g/100g) 3,94+0,41 3,98 +£0,31
Baco (9/100g) 0,22 £ 0,06 0,20 + 0,02
Rim (g/100g) 0,55+0,04 0,55+ 0,03
Parametros bioquimicos do
soro
ALT (U/L) 41,41 + 10,61 39,50 +8,79
AST (U/L) 145,82 + 32,42 127,98 + 42,13
Ureia (mg/dL) 45,43 + 8,69 49,80+ 7,70
Creatinina (mg/dL) 0,62 £0,16 0,58 £0,12

Dados apresentados como média + desvio padréo (DP).
*p < 0,05 — comparado ao grupo controle (teste t de Student)

Para o sucesso da prenhes, é essencial que, durante o periodo de implantacédo, 0s processos
fisiologicos e moleculares sejam coordenados, envolvendo interacGes estreitas entre o (tero e 0
blastocisto [44]. As taxas de perda pré e pos-implantacdo ndo diferiram estatisticamente entre os
grupos. Percentagem de perdas de embrifes antes e depois da implantacdo no termo da prenhez
(DP21) para ratas tratadas com agua (Controle) ou AuNP (Tratadas) durante a prenhez. p > 0,05
em comparacdo com o grupo Controle (teste Exato de Fisher) sdo apresentados na Tabela 9.

Os resultados maternos do tratamento oral com 2.0AuNP-PLU:2.0, listados na Tabela 7,
ndo mostraram diferenca significativa no peso corporal, ingestdo alimentar, agua e peso relativo
dos 6rgdos maternos (coracdo, figado, baco e rins) entre os grupos. Esses resultados podem indicar
gue as AuNPs néo apresentaram toxicidade materna na dose administrada. Da mesma forma, as

ratas do grupo tratado ndo apresentaram diferenca nos corpos luteos, implantagéo, fetos vivos e



mortos, reabsorcdo e porcentagem de perda pré e pés-implantacdo. Além disso, 0 peso do Utero
das ratas prenhas ndo apresentaram alteracdo entre os grupos. Portanto, as administracfes de

AuUNPs ndo apresentam efeito deletério ao resultado reprodutivo materno.

Tabela 9 — Dados de prenhez no grupo controle e tratado, implantacdo e morte fetal

Controle Tratado
(n=12) (n=12)
Prenhez 12 12
Corpo Luteo®
Total 164 172
Média + DP 12,7+1,1 13,3+1,2
Implantagéo®
Total 147 156
Média + DP 115+25 12,1+1.8
Fetos vivos?
Total 136 147
Média + DP 10,6 £2,5 115+20
Fetos mortos?
Total 0 1
Média + DP 0,0+0,0 0,1+0,3
Reabsorc¢éo®
Total 12 8
Média + DP 1,0+1,0 0,6 £0,5
Perda pré-implantagéo (%)" 10,4 7,5
Perda pés-implantagéo (%)" 9,3 5,7
Ganho de peso 121,1+£12,2 115,3+19,0
Peso do Utero das ratas 72,5+19,3 794+121

prenhas (g)

Dados apresentados como média + desvio padréo (DP).
* p < 0,05 — comparado ao grupo controle (*teste t de Student; “teste exato de Fisher)

O diagrama apresentado na Fig. 29 mostra a taxa de perdas pré e pds-implante entre o grupo



que foi tratado com o nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0 e o grupo controle. Os resultados
mostram uma percentagem maior de perda pré e pés-implantacdo no grupo controle comparado

com o grupo tratado.
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Dados apresentados como média + desvio padréo (DP).
*p < 0,05 — comparado ao grupo controle (teste exato de Fisher)

Figura 29 — Gréfico porcentagem de perda pré e p6s implantacdo nos grupos tratado e controle

Durante a prenhes, a exposicdo a agentes toxicos pode levar a diferentes efeitos que vao
desde alteracbes funcionais ou morfoldgicas, atraso no desenvolvimento e anomalias até a
letalidade em fetos [34]. Os dados apresentados na Fig. 30 mostram o desenvolvimento fetal e
placentario das ratas controle e tratadas durante a prenhez onde as partes da figura sdo: A - a
diferenca do peso fetal entre os grupos tratados e controle; B - porcentagens de fetos classificados
como pequenos (PIG), adequados (AIG) ou grandes (GIG) para a idade da prenhez nos dois
grupos; C - locais de ossificacdo de fetos; D - Peso da placenta; E - Porcentagem de anomalias; F
- Imagem da esternebra normal de fetos de ratos; G - Ossificagdo incompleta do esterno (seta). *

p < 0,05 em comparacdo com o grupo Controle (A,C,D—Teste t de Student; B,F—Teste exato de
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Fisher).

Observa-se na Fig. 30, o desenvolvimento fetal e placentério para as ratas que receberam
2.0AuNP-PLU:2.0 apresentaram diminuicdo no peso da placenta e na taxa de anomalias esqueléticas
e aumento na taxa de fetos normais (sem anomalias). Embora o tratamento com o nanocomposito
coloidal tenha diminuido o peso da placenta, essa modificacdo ndo afetou o desenvolvimento fetal
em geral, indicado pela avaliagdo do peso fetal, classificacdo de peso e locais de ossificacdo

inalterados, conforme se observa nos resultados.
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* p < 0,05 — comparado ao grupo controle (* © Pteste t de Student; B Eteste exato de Fisher)

Figura 30 — Gréficos de comparagdo entre grupo tratado e controle, peso fetal e da plascenta, ossificagéo e

porcentagem de anomalias.

Na Fig. 30 se observa diferenca estatistica insignicante entre os dois grupos com relagdo
ao peso fetal, e a classificacdo do tamanho dos fetos entre os dois grupos. Mais de 90% dos fetos

apresentaram tamanho adequado. No grupo controle, foi observada uma pequena porcentagem,
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menos de 10%, dos fetos foram classificados com tamanho pequeno, e cerca de 1% dos fetos do
grupo tratado apresentaram tamanho grande. Com relagdo aos locais de ossificagdo, 0 grupo
controle demonstrou melhor desempenho em comparagdo com grupo tratado, a diferenga entre
eles € menor do que 5%. O peso da placenta também apresentou uma pequena diferenca na
comparacdo entre os dois grupo, ela foi maior no grupo controle. Porém, levando-se em
consideracdo os demais parametros observados, esta alteragdo ndo afetou o desenvolvimento fetal
como um todo, pois importantes classificacdes como do peso e dos locais de ossificagdo
permaneceram inalterados.

A avaliacdo das anomalias mostra que a maioria dos fetos normais, mais de 75% pertencem
ao grupo tratado, enquanto 55% de fetos normais pertencem ao grupo controle, conforme os dados
da Fig. 30. O grupo tratado apresenta cerca de 10% de anomalias esqueléticas, como se observa
na Fig. 30 G, a ossificacdo incompleta do 0sso esterno, enquanto o grupo controle apresentou 25%
dessas anomalias. Em adicdo, o grupo tratado apresentou 15% de anomalias vicerais, enquanto o
grupo controle apresentou 20% das mesmas.

Os resultados obtidos nos testes in vivo de toxicidade materno-fetal em ratas prenhas
revelaram que o nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0 na dose de 137,5 pg/kg, € seguro tanto para a
mée quanto para o feto. Os resultados das avaliacGes entre o grupo controle e o tratado, mostraram
que orgdos maternos estudados ndo apresentaram alteracdes significativas ap6s a administracéo
do nanocomposito coloidal. Dados relacionados a prenhez, como peso corporal, ingestdo hidrica
e alimentar, perda de fetos pré e pds-implantacéo, fetos vivos e mortos também foram observados
com pequenas diferencas de cerca de 5%. Dados relacionados ao feto, como peso, peso da placenta,
fetos com anomalias esqueléticas e viscerais e fetos normais foram comparados entre os dois
grupos, com pouca diferenca entre eles, ndo resultando em alteracdo no desenvolvimento dos fetos

[20].
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52 Aplicaggo do nanocomposito  2.0AuNP-PLU:2.0 em  Tomografia

Computadorizada de Raios-X

O estudo foi conduzido com o objetivo de comparar o nanocompasito coloidal 2.0 AuNP-
PLU:2.0 (com concentragdo de ouro (Au = 1,23 mg/mL) com o contraste comercial
Optiray@320_1 (iodo comercial padrdo hospitalar) contendo iodo na mesma concentragédo (I =
1,23 mg/mL).

A Fig. 31 - A apresenta 0 nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0 com concentragdo de ouro
(Au = 1,23 mg/mL), em comparacdo com Optiray@320_1 (iodo comercial padrédo hospitalar)
contendo iodo na mesma concentracdo (I = 1,23 mg/mL), obtida para energias de feixe de 80, 100,
120 e 140 kV. A Fig. 31 - B exibe o nimero de TC em funcdo da energia do feixe para o
nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0 em comparacdo com o contraste comercial contido em iodo
Optiray@320_1, para varias energias do feixe.

Conforme se observa na Fig. 31 - B, 0 nanocompdsito fornece contraste TC comparavel ao
iodo para uma mesma energia de feixe. Da mesma forma, o nimero de TC obtido com ambos 0s
agentes € semelhante e diminui mais ou menos linearmente com a energia do feixe, conforme
mostra a Fig. 31 - B. Observa-se que 0 nanocompasito 2.0AuNP-PLU:2.0 apresenta um namero
de TC proximo ao seu controle de iodo (Optiray@320_1). E importante lembrar que, apesar de
seu uso estabelecido, o iodo como agente de contraste pode promover efeitos colaterais
indesejados, que podem variar desde uma simples alergia cutanea a efeitos mais agudos, incluindo
permeacdo vascular e toxicidade renal [37]. Em adi¢do, muitos pacientes ndo podem usar o
contraste iodado quando submetidos a procedimentos de tomografia computadorizada,
substituindo-se pelo gadolinio, embora este gere menor contraste em doses comparaveis [38].

O nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0 apresenta capacidade de atenuagdo compativel do

que o iodo, propiciando maior tempo de circulagdo, 0 que permite uma observacdo mais precisa
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de vasos e tecidos [16]. Em adicdo, as NPs de ouro podem ser sintetizadas com revestimentos de
superficie biocompativeis e ndo tdxicos, que atenuam eventuais efeitos colaterais durante a
administracdo [39]. Considerando-se que o PLU é reconhecido por sua biocompatibilidade e

toxicidade insignificante, o nanocompdsito coloidal 2.0AuNP-PLU:2.0 é um potencial agente de

contraste para TC.
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Figura 31 — Comparagdo entre os contrastes Optiray@320_1 e 2.0AuNP-PLU:2.0 nas mesmas concentragdes



5.3 Aplicacao dos nanocompdsitos associados ao Cloreto de Ftalocianina de Aluminio

Neste estudo para a realiz¢do do teste fotoquimico com DPBF foram empregados os
nanocompositos 2.0AuNP-PLU:0.5 e 2.0AuNP-PLU:2.0 associados ao fotossensibilizador
AICIPc. O experimento foi feito utilizando-se os parametros de tempo, comprimento de onda do
LED, e montagem do equipamento descritos na referéncia [13].

A producdo de oxigénio singleto pelos nanocompdsitos irradiados foi quantificada via
decomposicdo de DPBF, pois ele reage irreversivelmente com o oxigénio singlete, que matam
eficientemente as células doentes, resultando em uma diminuicéo da absorbéncia optica do DPBF,
quando se registram os dados de absor¢do em funcdo do tempo. Na Figura 32 é mostrada a placa
que foi utilizada no experimento com as amostras e os controles (antes da adicdo do DPBF). Na
primeira, terceira e quinta colunas (da esquerda para direita) observa-se nas trés primeiras posicdes
em triplicata a amostra 2.0AuNP-PLU:2.0-0,1 pg AICIPc e nas trés ultimas posi¢cdes a amostra
2.0AuNP-PLU:0.5-0,1 pg AICIPc. Na terceira coluna 2.0AuNP-PLU:2.0-0,5 pg AICIPc e
2.0AuNP-PLU:0.5-0,5 pg AICIPc e na quinta coluna a amostra 2.0AuNP-PLU:2.0-5,0 ug AICIPc
e 2.0AuNP-PLU:0.5-5,0 ug AICIPc.

Na segunda, quarta e sexta colunas (que se encontram transparentes devido a estarem
preenchidas com as solugdes de PLU descritas a seguir), observa-se nas trés primeiras posicoes as
soluges controles de PLU na concentracio de 2,0 mmol.L? associadas ao AICIPc nas
concentragdes 0,1, 0,5 e 5,0 pg respectivamente. E nas trés ultimas posicGes dessas colunas pares,
observa-se as solucdes controle de PLU na concetragio de 0,5 mmol.L? associadas ao
fotossensibilizador nas concentragdes 0,1, 0,5 e 5,0 pg. E possivel verificar que a ultima coluna
da placa (da esquerda para direita), apresenta coloracao azul claro, que ndo é possivel observar nas
demais colunas de solugGes controles, isso se deve a maior concentracdo de AICIPc utilizada destes

controles 5,0 ug.
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Figura 32 — Foto dos nanocompésitos associados a AICIPc e seus controles no teste fotoquimico

Observa-se na Fig. 33 que as amostras estudadas produziram quantidade consideravel de
oxigénio reativo dentro do tempo estimado, a partir de 200 s até 300 s, em compara¢do com as
amostras controle (solucdo de PLU com as respectivas concentracdes de AICIPc de 0,1; 0,5e 5,0
Mg). As curvas do grafico mostram que existe pouca diferenca na producdo de EROs entre as
amostras, mas aquelas que apresentam uma concentra¢cdo maior de PLU em sua composicéao (2,0
mmol.L™), produziram mais oxigénio reativo. Isso provavelmente se deve ao aumento dos sitios
de ligacdo disponiveis no meio, possibilitando maior chance de ligacdo entre 0s grupos
nitrogenados advindos do AICIPc e os grupos éeter do PLU. A amostra que apresentou melhor
desempenho, maior producdo de oxigénio reativo no tempo estudado, foi o nanocompdsito
coloidal 2.0AuNP-PLU:2.0-5,0ug AICIPc, indicando que € uma formulacdo promissora para

aplicacdo em sistemas de Terapia Fotodinamica.
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Figura 33 — Absorbancia em funcéo do tempo no teste de producdo de EROs das amostras associadas ao

fotossensibilizador, sob irradiacdo de LED (660 nm), conforme indicac&o.



Capitulo 6

Conclusao

Neste trabalho foram sintetizados, caracterizados e aplicados com sucesso,
nanocompositos coloidais biocompativeis, formados por nanoparticulas de ouro e PLU. Os
nanocompositos foram sintetizados a partir dos precursores Pluronic®-F127 e o acido cloroaurico,
utilizando variadas concentragdes de cada um deles. Os nanocompdsitos sintetizados foram
devidamente caracterizados por espectroscopia no UV-Vis, FTIR-ATR, Raman, Espalhamento
Dinamico de Luz, Potencial Zeta e Microscopia Eletronica de Transmissao, e monitorados para
verificar a estabilidade e a reprodutibilidade. Os resultados das caracteriza¢Ges das amostras por
UV-Vis e MET mostraram bandas de ressonancia plasménica entre 525 e 529 nm; AuNPs com
formato aproximadamente esférico e D, variando na faixa de 5,7 a 44,4 nm. Os espectros obtidos
por IR-ATR e Raman revelaram que os ions de ouro estdo coordenados ao grupo éter (C-O-C) do
PLU, bem como a indicacao da presenca de produtos de oxidacao da cadeia polimérica. Em adicao,
quando o fotossensibilizador AICIPc foi associado aos nanocompdsitos, observou-se a banda em
680 nm, atribuida a banda Q do AICIPc, no espectro de UV-vis. Os dados de FTIR e Raman
indicam a presenca de grupos nitrogenados, e de moléculas de aluminio.

O nanocompdsito 2.0AuNP-PLU:2.0 foi selecionado para as aplicacdes biologicas devido
as suas propriedades adequadas como tamanho, estabilidade, formacdo acima da concentragédo
micelar critica, ndo toxicidade em células de fibroblasto murino (NIH-3T3). Os testes foram
conduzidos in vitro aplicando-se o protocolo MTT. Estas caracteristicas motivaram a escolha do
nanocompoésito 2.0AuNP-PLU:2.0 para as aplicacdes bioldgicas.

O nanocomposito selecionado foi administrado in vivo via gavagem, a ratas prenhas, para

investigar o efeito materno-fetal, em comparagdo com o grupo controle. Em outra abordagem, o



nanocomposito foi investigado como agente de contraste na tomografia computadorizada de raios-
X em comparagdo com o contraste comercial hospitalar utilizado Optiray 320. Em adicgéo, o0s
nanocompositos foram associados ao fotossensibilizador AICIPc, para investigacdo da geracdo de
espécies reativas de oxigénio visando aplicacdo em terapia fotodinamica.

Os resultados da administragcdo do nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0 in vivo via gavagem
a ratas prenhas, comparados com o0s dos animais do grupo controle (que ndo receberam o
nanocomposito) mostraram que: os 6rgdos maternos como figado, baco, ruins, coracdo, ndo
sofreram alteraces significativas apos a administracdo do nanocompésito; os dados relacionados
a prenhez, tais como peso corporal, ingestdo de agua e alimentos, perda de fetos, fetos vivos e
mortos, apresentaram alteragdes insignificantes menores do que 5%; os dados relacionados ao feto,
tais como peso adequado, peso da placenta, fetos com anomalias esqueléticas e viserais e fetos
normais também foram comparados entre os dois grupos com diferencas menores do 5%. Embora
0 tamanho da placenta tenha sido o parametro com maior diferenca entre os grupos observados,
isto ndo acarretou em prejuizos materno-fetais, levando em consideracdo os demais parametros
que estdo dentro do limite de significancia. Portanto, a administragdo do nanocomposito 2.0AuNP-
PLU:2.0 na dose de 137,5 pg/kg, é segura tanto para a mée durante a prenhez quanto para o feto,
e ndo tendo resultado em alteracdo significativa no desenvolvimento dos fetos. Portanto, o
nanocompdsito 2.0AuNP-PLU:2.0, se mostrou seguro para administracao oral em ratas prenhas.

O nanocompésito 2.0AuNP-PLU:2.0 foi empregado como agente de contraste em
tomografia computadorizada de raios-X em comparacdo com o contraste Optiray@320 1
(comercial padrdo hospitalar). Apos analise dos dados experimentais, chegou-se a conclusdo de
gue o nanocomposito oferece contraste comparavel ao contraste comercial, para a mesma energia
de feixe. Em adicdo, os resultados mostraram semelhanca com relacdo ao nimero ct de ambos 0s
agentes para as mesmas energias de feixe. O nanocompdsito apresentou capacidade de atenuacéo

compativel com o padréo comercial, ainda proporciona maior tempo de circulacdo, possibilitando
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uma melhora na visualizacdo de tecidos e vasos. Os resultados obtidos indicaram que o
nanocomposito coloidal 2.0AuNP-PLU:2.0 é um potencial agente de contraste para TC.

Os nanocompositos 2.0AuNP-PLU:2.0 e 2.0AuNP-PLU:0.5 foram associados ao
fotossensibilizador AICIPc para investigacdo de producéo de espécies reativas de oxigénio no teste
fotoquimico com DPBF. Os resultados mostraram que 0s nanocompOsitos apresentaram
consideravel formacdo de EROs dentro do tempo estudado. Principalmente a amostra 2.0AuNP-
PLU:2.0-5,0 ug - AICIPc, que produziu uma maior quantidade de espécies reativas de oxigénio
neste intervalo. Dessa forma, o nanocompdsito 2.0AuNP-PLU:2.0-5,0 pug - AICIPc é uma

formulacdo promissora para aplicacdo em terapia fotodindmica.

6.1 Perspectivas

Para dar continuidade ao trabalho, sugere-se o0 estudo da producéo de espécies reativas de
oxigénio com e sem luz (NIR), por meio de testes in vitro (protocolo MTT).

Estudos in vivo em ratas com carcinoma mamario com o objetivo de aplicacdo do
nanocomposito 2.0AuNP-PLU:2.0-5,0ug-AlCIPc na Terapia Fotodinamica.

Sugere-se a modificacdo da superficie do nanocomposito biocompativel 2.0AuNP-

PLU:2.0, para aplicacdo como nanocarreador de farmacos.
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Abstract: Eco-friendly chemical methods using FDA-approved Pluronic F127 (PLU) block copolymer
have garnered much attention for simultaneously forming and stabilizing Au nanoparticles (AuNPs).
Given the remarkable properties of AuNPs for usage in various fields, especially in biomedicine, we
performed a systematic study to synthesize AuNP-PLU nanocomposites under optimized conditions
using UV irradiation for accelerating the reaction. The use of UV irradiation at 254 nm resulted in
several advantages over the control method conducted under ambient light (control). The AuNP-
PLU-UV nanocomposite was produced six times faster, lasting 10 min, and exhibited lower size
dispersion than the control. A set of experimental techniques was applied to determine the structure
and morphology of the produced nanocomposites as affected by the UV irradiation. The MTT assay
was conducted to estimate IC50 values of AuNP-PLU-UV in NIH 3T3 mouse embryonic fibroblasts,
and the results suggest that the sample is more compatible with cells than control samples. Afterward,
in vivo maternal and fetal toxicity assays were performed in rats to evaluate the effect of AuNP-PLU-
UV formulation during pregnancy. Under the tested conditions, the treatment was found to be safe
for the mother and fetus. As a proof of concept or application, the synthesized Au:PLU were tested
as contrast agents with an X-ray computed tomography scan (X-ray CT).

Keywords: gold nanoparticle; Pluronic F127; nanocomposites; UV accelerated synthesis; X-ray
computed tomography; cytotoxicity; maternal and fetal toxicity assays

1. Introduction

Gold nanoparticles (AuNPs) display unique physicochemical properties, mainly re-
lated to the localized surface plasmon resonance (LSPR) phenomenon and following appli-
cations [1,2]. For multiple purposes, they are engineered into highly stable colloidal suspen-
sions, and using different surface functionalization procedures, they show biocompatibility
and colloidal stability in physiological conditions and in vivo assays [3,4]. Consequently,
this nanomaterial has recently found meaningful applications in cell imaging and thera-
peutic processes in addition to different types of optoelectronic devices such as biosensors,
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solar cells, and surface-enhanced Raman spectroscopy, as well as in photocatalysis [5-12].
In the biomedical field, AuNPs have been used in electrochemical dopamine sensors [13]
and intensified in early diagnosis of Parkinson’s disease [14]. New approaches to the
fabrication of sensing platforms have been proposed, for instance, combining plasmoni-
cally active waveguides with microfluidics [15] or using single plasmonic nanoparticles as
ultrasensitive sensors [16]. Concerning therapeutic uses, studies suggested AuNP systems
for the controlled delivery of anticancer agents, resulting in enhanced antitumor activity
with negligible toxicity to major organs [17]. Despite this, there is a need to thoroughly in-
vestigate the potential toxicological effects of AuNPs during pregnancy, particularly given
their ability to cross the placental barrier and enter fetal circulation [18,19]. Studies have
suggested that the size, shape, surface charge, and surface coating of gold nanoparticles
can impact their toxicity, and it is likely that the same factors will influence their potential
effects during pregnancy [19]. In addition, the route of administration may also be an
important consideration, as the risks associated with intravenous administration may differ
from those associated with topical or oral administration. Thereby, it is necessary to know
all their possible toxicological effects [20] in order to harness all the advantages offered by
this nanomaterial when delivering therapeutic formulations.

Regarding the light-matter interaction, the LSPR phenomenon in metal nanoparticles
(NPs) is based on the resonance condition achieved between the frequencies for the collec-
tive oscillation of conduction band electrons in the NPs and the incident electromagnetic
radiation. In the resonance condition, the wavelength of incident light is about ten times
greater than the size of the NPs when the maximum LSPR extinction is reached. The
resulting and very active LSPR band leads to unique scattering and absorption spectra for
the NPs. In terms of NP structure, the resonance frequency depends on their size, shape,
aggregation extent, surface chemistry, dielectric properties of the surrounding medium,
and the level of interparticle interactions.

Among synthetic/engineering methods for producing AuNP with tailored character-
istics, chemical methods have been dominant so far, enabling the production of a variety
of nanostructures in sizeable amounts [21-23]. In addition, new approaches have been
developed such as the novel high-throughput (HTP) synthetic platform for AuNPs, consist-
ing of an HTP centrifugal microfluidic device and a portable automatic workstation. [24],
sodium glutamate and sodium dodecyl sulfate as reducing and stabilizing agents [25],
using the block copolymer template approach [26], and continuous in-flight synthesis [27].
Eco-friendly approaches have also been explored, for example, using natural extracts [28],
biocompatible polymers [29], or light of different wavelengths [30] as reducing agents.

A particular type of chemical synthesis, which is the subject of the present contribu-
tion, is that performed at room temperature by simply mixing aqueous chloroauric acid
(HAuCly) and FDA (Food and Drug Administration)-approved block copolymers display-
ing a triblock PEO-PPO-PEO structure PEO: poly(ethylene oxide); PPO: poly(propylene
oxide). Commercially available under the name Pluronic, one of its several grades, F-127
was used in this study These copolymers are water soluble and work simultaneously as
reducing and stabilizer agents [29]. The main advantage of such a method is that colloidal
stabilization is achieved simultaneously with NP formation and no other reducing agent
is required. The dynamics of the redox reactions and the size and size distribution of the
produced AuNPs are influenced by the Au:copolymer stoichiometry and the copolymer
molecular weight/architecture. Indeed, these variables can be adjusted to produce AuNPs
with controlled size and distribution. Isothermal calorimetry titration performed in a subse-
quent study revealed that during the formation of F127:Au nanocomposites, at a very low
F127:Au molar ratio (below 0.05), the association between tetrachloroaurate anion (AuCly ™)
and F127 is the prevailing event (exothermic process). However, at a larger F127:Au (0.05 to
0.12), particle growth becomes dominant when the Au’ nuclei and poly(propylene oxide)
block interact by entropic hydrophobic forces [31]. In parallel, cyclic voltammetry indicated
that complete reduction of Au®* occurs only above the critical micellar concentration (cmc)
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(~0.2-0.8 wt%) of F127 [31]. Another study suggested that the size and polydispersity of
these AuNPs depend almost exclusively on the copolymer concentration [32].

A recent detailed study on the formation of AuNPs as a result of the reduction of
chloroauric acid with Pluronic block copolymers [33] demonstrated that in the course
of this reaction, the copolymer chains undergo oxidation, although the oxidation of the
polymer does not go all the way down to carboxylic acids. Analysis of the soluble products
suggested that the copolymer undergoes partial degradation, preferentially at the PPO
sites, with cleavage of the C—O bonds. Although the purified AuNPs contained organic
components (13%, m/m), no PPO groups were observed in them, suggesting that PPO
chains or intact Pluronic molecules are not adsorbed on the particle surface. Interestingly,
the analysis of soluble products revealed the presence of the CHz group of PPO. The
product analysis also indicated the presence of newly formed OH groups both in the
purified AuNPs and in the soluble products. The reaction involves the formation of free
radicals and hydroperoxides, which depends on the oxygen concentration. The purified
nanoparticles contain organic components but can be fully separated from the excess of the
copolymer. Various reaction parameters such as pH, temperature, sodium chloride addition,
and the concentration of the reactants affect the rate of the reaction and the yield and
morphology of the resulting AuNPs [33]. A further step to optimize this synthesis process
would be the implementation of UV irradiation to accelerate the synthesis and to control
shape and physicochemical properties of the produced NPs [34-38]. The UV irradiation
generates a photoexcited species ([AuCly]~*) that undergoes successive disproportionation
and reduction reactions leading to the formation of metallic gold atoms and the initial
formation of gold nanoparticles [37]. This reduction process is faster than that promoted by
the block copolymer alone, which mainly functions as a template for the formation of the
nanoparticles. As a result of these different reaction dynamics, better control of the size
distribution of the nanoparticles can be achieved.

Aiming at optimizing this eco-friendly, one-step synthesis method, by simply mixing
aqueous chloroauric acid (HAuCly) and PLU, here we report a systematic study involving
the synthesis of Au:PLU nanocomposites assisted with UV irradiation. We found that
the most important benefits of using UV irradiation 254 nm/16 W were that an Au:PLU
nanocomposite of a specific formulation is produced about six times faster and with lower
size dispersion than that made under ambient light. Those are great advantages since they
offer a more cost-effective way to fabricate AuNPs with tailored properties to enable their
use in different fields, especially in the biomedical field. A set of experimental techniques
(UV-vis, Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopies, thermogravimetry (TGA), trans-
mission electron microscopy (TEM), measurement of the sedimentation coefficient using
analytical ultracentrifugation (SV-AUC), and cyclic voltammetry) was performed to deter-
mine the structure and morphology of the nanocomposites as affected by UV irradiation.
Then, the biological properties of the Au:PLU nanocomposites were assessed using in vitro
cytotoxicity and in vivo maternal and fetal toxicity assays in rats. As a proof of concept
or application, the Au:PLU synthesized in the absence/presence of UV irradiation were
tested as contrast agents in an X-ray computed tomography scan (X-ray CT).

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Pluronic block copolymer F-127 (PLU, MW 12,600 g/mol), chloroauric acid trihydrate
(HAuCly.3H70) 99%, and dimethyl sulfoxide (DMSO) were purchased from Sigma—-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Analytical grade HC1 36%, HNOj3; 65%, and KC1 99% were purchased
from Vetec, Duque de Caxias-R], Brazil. All chemicals were used as received. All experimen-
tal procedures, including solution preparations and glassware cleaning, were performed
with ultra-pure water (resistivity: 18 M()/cm) supplied by a Millipore Milli-Q water pu-
rification system. UV-assisted synthesis of AuNP-PLU nanocomposites was carried out in
borosilicate beakers (5 mL), previously cleaned with aqua regia solution (HCl/HNOs, 3:1,
v/v) and rinsed properly with ultrapure water.
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2.2. UV-Assisted Synthesis of AuNP-PLU Colloidal Nanocomposites

Precursor aqueous solutions of HAuCly and PLU were prepared at room temperature
with magnetic stirring. Colloidal AuNP-PLU were synthesized following the standard
protocol as reported in [31] using gentle hand mixing of PLU and HAuCly aqueous solutions
at proper compositions (10:1 v/v) and then leaving them to rest. Additionally, part of the
reaction mixture was submitted to UV irradiation (254 nm, 16 W, 25 °C) inside a lab-made
chamber as reported elsewhere [37]. Two sets of AuNP-PLU samples were prepared, with
either fixed or varied concentrations of HAuCly and PLU, as described in Table 1. In
group 1, samples were prepared with a fixed 2 mmol L~! HAuCl, concentration and PLU
concentrations (X) varied between 0.1 and 10 mmol L. Samples labeled “UV” denote
the reaction performed under UV 254 nm irradiation. This range of PLU concentrations
comprises values below and above its critical micellar concentration (CMC), which is
0.6 mmol L~ [39]. In group 2, the PLU concentration was kept fixed at 2.0 mmol L~ to
ensure the micellar structure, whereas the HAuCly concentration (Y) was varied between
1.0 and 4.0 mmol L~!, resulting in samples labeled YUV:AuNP-PLU. Control samples were
prepared in the same way but under ambient light. The UV-assisted syntheses were carried
out for different periods of time, up to 50 min, while the control sample was carried out for
up to 300 min. Nonetheless, the reaction reached completion at about 10 min for most of the
AuNP-PLU compositions, when it could be detected a color change in the reaction mixture
from yellow to pink (Figure 1A). The UV-vis spectra precursors and control samples can
be found in Supplementary Figure S1. After syntheses, the samples were transferred to
common Eppendorf tubes (2 mL) and centrifuged (Mikro 22R, HETTICH Zentrifugen,
Tuttlingen, Germany) at 12,000 rpm for 120 min at 10 °C to remove the excess PLU. In order
to conduct Raman characterization and thermogravimetric analysis (TGA), solid samples of
AuNP-PLU were obtained using extensive centrifugation and lyophilization as previously
described [31] The obtained powder sample was labeled s-AuNP-PLU:XUV.

Table 1. Labeling of samples resulting from mixtures of aqueous solutions of precursors.

Concentration (mmol L—1)

Samples
PLU (X) HAuCly (Y)

AuNP-PLU:0.1UV 0.1

AuNP-PLU:0.3UV 0.3

AuNP-PLU:0.5UV 0.5

AuNP-PLU:1.0UV 1.0

AuNP-PLU:2.0UV 2.0 2.0
AuNP-PLU:4.0UV 4.0

AuNP-PLU:6.0UV 6.0

AuNP-PLU:8.0UV 8.0
AuNP-PLU:10.0UV 10.0

1.0UV:AuNP-PLU 1.0
3.0UV:AuNP-PLU 2.0 3.0
4.0UV:AuNP-PLU 4.0

2.3. Structural and Morphological Characterizations

Ambient light and UV-assisted syntheses were continuously monitored, ex situ, using
UV-vis spectroscopy in the range of 185-900 nm, at 0.1 nm resolution, and a scan rate of
600 nm/min (0.1 s integration by 1 nm) the spectrophotometer (Shimadzu UV 2600, Shi-
madzu Europe, Duisburg, Germany) and quartz cuvette of 1.0 cm optical path. UV-vis
spectra were recorded at different time intervals until the absorbance of the LSPR band
reached a plateau. FTIR spectra were registered using the attenuated total reflectance (ATR)
method (Novertex 70, Bruker Corporation, Billerica, MA, USA), with a spectral resolution
of 4 cm~! and 1 scan/min for 27 min. An aliquot of 10 pL of the colloidal suspensions
AuNP-PLU:2.0UV, AuNP-PLU:2.0 (used as control), or plain PLU solution was dropped
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onto the ATR crystal and left to dry. Afterward, successive spectra were recorded, moni-
toring the water’s hydroxyl stretching band (v O-H), in order to confirm the sample was
dried before registering representative spectra of samples.
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Figure 1. (A) UV-vis spectra obtained from monitoring the AuNP-PLU:2.0UV formation from the
precursor mixture (HAuCl4 + PLU) at t = 0 and after 10 min. The formation of the AuNP-PLU:2.0UV
nanocomposite is observed after 10 min. The lower and upper insets show digital snapshots of the
reaction mixture at t = 0 min and t = 10 min and changes in the maximum absorption for AuNP-
PLU:2.0UV of the plasmonic band during the photoexcitation time, respectively. (B) The observed
rate constant of AuNP-PLU:2.0UV and AuNP-PLU:2.0 by the PLU concentration used in the synthesis
process, as indicated.

Thermogravimetric analysis (TGA) curves were registered with a DTG60H (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) system from 25 to 600 °C with a heating rate of 10 °C/min
in a Np atmosphere with a flux rate of 30 mL/min in an aluminum sample holder. This
equipment provides measurements with an uncertainty of 0.5%/weight.

The morphology of the AuNP-PLU samples was observed using transmission electron
microscopy (TEM) carried out with a JEOL 2100 microscope. The mean diameter (DTEM)
and polydispersity index (o) were determined from size histograms fitted with a log-normal
distribution function. The diameters of approximately 1000 particles, measured with the
aid of the Image ] software in different TEM images, were used to build the histograms. In
addition, the hydrodynamic diameter and zeta potential of colloidal samples were deter-
mined using dynamic light scattering and electrophoresis mobility, respectively, measured
with a Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments, UK. The analyses were performed at a
scattering angle of 173° at 25 °C using a 4 mW He-Ne laser operating at 632.8 nm.

Cyclic voltammetry (CV) was used to estimate the amount of Au* ions that were
not reduced during synthesis and thus qualitatively evaluate the efficiency of chemi-
cal/photochemical reduction. Voltammograms were recorded with a Metrohm poten-
tiostat/galvanostat model Autolab PGSTAT 204 in a three-electrode configuration cell
(Ag/AgCl reference electrode with saturated KCl, Pt wire as the counter electrode, and
an indium-doped tin oxide (ITO) slide—0.60 cm? active area—as the working electrode).
The electrochemical cell was filled with the HAuCly-PLU mixtures or AuNP-PLU samples
containing KCI (0.1 mol L) as the supporting electrolyte. Experiments were carried out
at 25 °C at 50 mV /s after purging the electrochemical cell with N for 5 min.

The particles produced using UV irradiation (AuNP-PLU:2.0UV) and using ambient
light (AuNP-PLU:2.0) were investigated with sedimentation velocity analytical ultracen-
trifugation (SV-AUC) using a Proteome-Lab XL-A analytical ultracentrifuge equipped with
a 4-hole titanium An-60 Ti rotor, cells with 12 mm path length, a double channel centerpiece,
and quartz windows (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). The assay was carried out at
2500 rpm at 20 °C in a vacuum system. Absorbance was measured at two wavelengths
(260 and 530 nm) at scanning intervals for each sample reading of 2 min with 0.007 cm
radial resolution. PLU absorbs at 260 nm, whereas AuNP-PLU absorbs at 530 nm. The
collected radial scans were analyzed using the size distribution analysis Is-g(s) model with
the SEDFIT v14.7 software using a resolution of 400, a sedimentation coefficient analysis
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interval of 0-10,000, and a confidence level of 0.951. The c(s) was calculated using the
appropriate correction for the viscosity and density of water at 20 °C (S20,w) with the
SEDFIT software.

2.4. Cell Viability Test
2.4.1. Cell Culture

NIH-3T3 mouse embryonic fibroblast cells (ATCC® CRL-1658TM) were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco® Life Technologies, Ltd., Carlsbad, CA,
USA) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (Gibco® Invitrogen™, Waltham,
MA, USA) and antibiotics (100 TU mL~! penicillin and 100 pg mL~! streptomycin-Sigma-
Aldrich) at 37 °C in a 5% CO, incubator.

2.4.2. In Vitro Cytotoxicity Assay

The NIH-3T3 cells were seeded at a density of 5 x 103 cells per well in 96-well plates.
After 24 h of incubation, 200 uL of the culture medium containing AuNP-PLU:2.0UV (0.22
to 3.4 uM AuNP; 0.03-0.41 mM PLU) were added to the wells for 15 min or 24 h. Following
15 min exposure, cells were rinsed twice with phosphate buffer saline (PBS pH 7.4), and
then the culture conditions were reestablished for 24 h. The potential cytotoxic effect was
determined using a (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
(Waltham, MA, USA) assay. Cells were incubated with MTT solution (5 mg mL~1) for
2 h, and the colorimetric product, formazan crystals, was solubilized in DMSO. The ab-
sorbance values were measured with a spectrophotometer (Molecular Devices SpectraMax
M2® Silicon Valley, CA, USA) at 595 nm. The raw data were normalized to the control
data (cells treated with culture medium containing PBS, PBS replaced AuNP-PLU:2.0UV).
The IC50 value (half-maximal inhibitory concentration) was calculated using a nonlin-
ear regression dose-response analysis with AuNP concentration in logarithm. Results
were expressed as mean =+ standard deviation (SD) of triplicate determinations from three
independent experiments (n = 9/concentration). The AuNP-PLU:2.0 (0.05 to 0.86 pM AuNP;
0.03-0.48 mM PLU) and PLU solutions were tested under the same conditions for
comparison purposes.

2.5. In Vivo Maternal and Fetal Toxicity of AuNP-PLU:2.0UV in Rats

Adult female (180-200 g) and male (220-240 g) Wistar rats were maintained in
cages for three rats with autoclaved wood chips under standard laboratory conditions
(23 £ 2 °C, humidity 50 = 10%, 12 h light/dark cycle), with pelleted food and tap water
provided ad libitum. The local Experimental Ethical Committee for Animal Research
approved procedures and animal handling protocols used in this study (Protocol Number:
23108.022668 /2019-23).

After two weeks of acclimation in the vivarium of the Laboratory of System Physiology
and Reproductive Toxicology, Federal University of Mato Grosso (UFMT), all female
rats were mated overnight with male rats. Gestational day zero (D0) was recorded and
assigned the following morning when spermatozoa were found in the vagina smear [40].
The pregnant rats were randomly distributed using computer random numbers into two
experimental groups (n = 12 animals/group): Control = pregnant rats treated with water
and Treated = pregnant rats treated with AuNP-PLU:2.0UV. The rats were treated with
AuNP-PLU:2.0UV or vehicle (water) in the morning with the intragastric route (gavage)
during pregnancy (from gestational day O to 21). The dosage selection of AuNP-PLU
(137.5 ng/kg) was made according to the previously reported dose [4], which in humans is
equivalent to 22 ug/kg based on the body surface area (BSA) [41].

On days 0, 7, 14, and 21 of pregnancy (at 9 a.m.), the maternal body weights, food, and
water consumption were determined. On day 21 of pregnancy, the rats were anesthetized
using sodium pentobarbital (Thiopentax®-120 mg/kg). Then, they were submitted to
laparotomy for exposure to uterine horns. The gravid uterus was, withdrawn, weighed,
and dissected. The percentage of embryonic loss before and after implantation was cal-
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culated [42]. Fetuses and placentas were weighed. Fetuses were then classified by body
weight [43] and evaluated to determine the presence of external anomalies. After external
analysis, half of the fetuses were fixed in Bouin’s fluid, and serial sections were prepared as
described by Wilson [44] for visceral examination. The remaining fetuses were prepared
for an examination of skeletons using the staining procedure of Staples and Schnell [45]. In
addition to the skeletal analyses, counting of ossification sites was performed to determine
the degree of fetal development [46,47].

The Student’s t-test was performed to evaluate mean values, whereas the Fisher Exact
test was conducted to compare percentages. p < 0.05 was applied and considered as the
limit of statistical significance.

2.6. X-ray Computed Tomography Scan

CT images were performed at the Laboratoério de Caracterizagao Tecnoldgica, Escola
Politécnica, Universidade de Sao Paulo-SP, Brazil. Liquid samples containing the syn-
thesized nanocomposites were stored in Eppendorf and analyzed in batches containing
6 samples using the 3D X-ray microscope: Zeiss Xradia Versa XRM-510 equipment, for
beam energies of 80, 100, 120, and 140 KV. The attenuation coefficients of air and deionized
water were used for calibration. The AuNP-PLU:2.0UV with Au of 1.23 mg/mL sample was
compared with Optiray@320_1 (Liebel-Flarsheim Company LLC, Raleigh, NC, USA (EUA)
containing I at the same concentration (I = 1.23 mg/mL) and AuNP-PLU: 2.0 containing a
Au concentration of 1.09 mg/mL was compared with Optiray@320_2 with I at the same
concentration (I = 1.09 mg/mL).

3. Results and Discussion
3.1. Effect of the UV Light on the Features of Synthesized AuNP-PLU
3.1.1. Kinetics of UV-Assisted Synthesis of AuNP-PLU

The formation of the AuNP-PLU NC under UV light was monitored using UV-vis
spectroscopy with the evolution of the typical LSPR band of AuNPs. An overview of the
formation of AuNP-PLU:2.0UV, chosen as the reference sample, is provided in Figure 1. In
Figure 1A, the UV-vis spectra recorded at different time intervals display the LSPR band
typical of AuNPs from the very beginning of the reaction. The LSPR band is centered at
526 nm for t = 10 min. The inset in Figure 1A shows digital snapshots of the reaction
mixture at t = 0 min and t = 10 min. After 10 min of reaction, the typical pink color of
AuNPs is clearly seen. Otherwise, for the reaction carried out under ambient light, the
formation of AuNPs is visually detected solely after 60 min (as observed in ref. [32], where
the LSPR band is centered at 536 nm), thus indicating that UV irradiation accelerates
the reaction and the LSPR band of AuNP-PLU:2.0UV is blue-shifted in comparison to
the sample AuNP-PLU:2.0. Indeed, Supplementary Figure S2 displays isotherms for the
formation of AuNP-PLU under ambient light (AuNP-PLU:2.0) (data from ref. [32]) and UV
irradiation (AuNP-PLU:2.0UV). Although both isotherms show an asymptotic behavior, it
is noted that the reaction is much faster in the presence of UV irradiation, which reaches
equilibrium in about 10 min, in contrast to the reaction carried out under ambient light,
which reaches equilibrium in about 60 min. Experimental data were further fitted with a
first-order kinetics model as expressed by Equation (1):

AbSyay = Abses (1 — exp*kﬂb5t> @)

In Equation (1), Absyay is the maximum LSPR absorbance (in arbitrary units) in the
reaction time ¢ (expressed in min), Abse is the absorbance of the LSPR band at an infinite
time of reaction (in arbitrary units), k. is the observed rate constant (in min~1), and # is
the reaction time (in min). As shown in Figure 1B, k,,; becomes independent of the PLU
concentration as the cmce condition is reached for both reaction conditions (ambient light
and UV irradiated). Nonetheless, ky; is about four times larger under UV irradiation.
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3.1.2. Evaluation of the Yield of AuNP-PLU-UV Production

Cyclic voltammetry (CV) was used to further investigate the effect of the UV irra-
diation by measuring the amount Au™ ions left over during reduction by PLU. This
experiment was conducted with the sample AuNP-PLU:0.1UV, which was produced with
the lowest PLU concentration, as well as with the sample 4.0UV:AuNP-PLU, which was
produced with the largest HAuCly concentration. In addition, the experiment also used the
sample AuNP-PLU:0.5, which was prepared under ambient light with the smallest PLU
concentration, but sufficient to produce sizeable amounts of AuNPs. As shown in Figure 2A,
the voltammogram (green curve) of the plain HAuCl4 solution clearly shows the Au®/Au®*
redox pair at +1.0 V and +0.56 V, respectively, plus the cathodic wave for Au'*/Au® at
—0.2 V. The voltammogram of plain PLU shows a subtle anodic event at +0.11 V. Indeed,
this is sufficient to reduce Au®* to Au”, which occurs at a much higher potential, as dis-
cussed in a previous contribution [32]. On the other hand, these electrochemical signals
almost disappear in the voltammograms of the nanocomposites as a result of the Au>*
reduction. Nonetheless, the sample AuNP-PLU:0.5 still has a considerable residual amount
of Au* (about 7 wt%), whereas in AuNP-PLU:0.1UV, the nanocomposite produced under
UV irradiation, this amount is only 0.3 wt%, even though this sample was produced using
a 5-fold lower PLU concentration. It is worth noting that the sample 4.0UV:AuNP:PLU,
which was produced in a less favorable composition with an excess of HAuCly, presented
only 1.5 wt% of unreduced gold ions. These observations are corroborated further by the
UV-vis spectra of these samples, as shown in Figure 2B. In particular, the absorption of
AuCly” species at 220 nm is only detectable in the spectra of the plain HAuCly solution and
AuNP:PLU:0.5, which were not submitted to UV irradiation. In summary, the implementa-
tion of UV irradiation not only accelerated the reaction performed under ambient light but
also increased its yield, even at a very low PLU concentration (AuNP-PLU:0.1UV).
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Figure 2. Cyclic voltammograms of the HAuCl4 solution at a concentration of 2.0 mmol L1, and the
AuNP-PLU:0.1UV (lowest PLU concentration), 4.0UV:AuNP-PLU NCs, and AuNP-PLU:0.5 control
sample, as indicated. (B) UV-vis spectra of the same samples displayed in (A), as indicated.

The percentual of PLU in the nanocomposites was estimated using TGA curves,
shown in Supplementary Figure S3. The TGA curves of the plain PLU, AuNP-PLU:2.0UV,
and AuNP-PLU:2.0 are very similar showing a single mass loss event around 400 °C,
which is regarded as the degradation of PLU. According to the derivative TGA, however,
the degradation of PLU occurs slightly below this temperature in the nanocomposites
as a result of the oxidation of PLU by Au®". The estimated concentration of PLU in
AuNP-PLU:2.0UV and AuNP-PLU:2.0 is approximately 20 mg/mL (1.58 mmol L~!) and
24 mg/mL (1.90 mmol L™!), respectively. In addition, the atomic absorption analysis
performed on AuNP-PLU:2.0UV and AuNP-PLU:2.0 samples gives a gold concentration of
3.12 mmol L~! and 2.77 mmol L=, respectively. These results corroborate those achieved
by cyclic voltammetry, which also suggested that the UV-assisted synthesis process has a
higher yield than that conducted under ambient light in the same compositional conditions.
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3.1.3. Morphology of AuNP-PLU

The morphology of the nanocomposite and the mean size of the AuNP cores were eval-
uated using TEM. Typical TEM micrographs of the AuNP-PLU:2.0UV and AuNP-PLU:2.0
samples are provided in Figures 3A and 3B, respectively. Both samples are composed
mainly of spheric-like nanoparticles. The high-resolution micrographs shown in the inset
also reveal a high crystalline appearance with regularly spaced crystallographic planes.
The interplanar distance in each sample was assessed using Image] software as follows:
2.36 A (AuNP:PLU:2.0) and 2.37 A (AuNP:PLU:2.0UV). These values are comparable to
that provided by the Joint Committee on Powder Diffraction Standards-crystallographic
plugs for the fcc structure of gold, which corresponds to the {111} family planes.

Figure 3. TEM micrographs of the AuNP-PLU:2.0UV sample (A) and of the AuNP-PLU:2.0 control
(B) both with a scale bar of 0.5 um and 5 nm in the respective insets. The upper insets depict a
crystalline plane {111} of gold nanoparticles; the lower insets (red and blue) show the nanoparticle
diameter histograms as vertical bars, as indicated. Data of (B) were reproduced with permission [31].
Copyright 2018, Elsevier B. V.

Particle size histograms were built with sizes measured in TEM micrographs and fitted
with a log-normal distribution function give the following diameter (Drgy) and standard
diameter deviation (o) attained from nanoparticle diameter histogram (vertical bars) fitted
with a log-normal distribution function, as displayed in Supplementary Figure S4. The
results were 12.2 + 0.2 (0 = 0.2 £ 0.02) and 18.5 & 0.2 nm (0 = 0.3 £ 0.27) for AuNp-
PLU:2.0UV and AuNP-PLU:2.0 [31], respectively. It is noticeable that AuNPs prepared
with UV irradiation are smaller with a standard diameter deviation lower than the control
AuNp-PLU:2.0. These findings show an improvement in the morphology of AuNPs
produced under UV irradiation. Furthermore, a thin polymeric coating around the UV-
synthesized AuNPs is seen in the TEM images (Figure 3A), while AuNPs control samples
are enfolded by the polymer (Figure 3B). Although the estimated concentration of PLU
in AuNP-PLU:2.0UV is only 20% less than in AuNP-PLU:2.0, it is intriguing that only a
thin PLU coating was seen in the micrographs of the former. This observation may be
associated with the higher yield of AuNPs when using UV light, but it could also be related
to a more extensive degradation/oxidation of PLU under UV light. These findings suggest
an improvement in the morphology of AuNPs produced under UV irradiation.

The concentration of AuNPs present in the NCs was estimated considering the data
of the mean diameter Dyt and the gold concentration obtained with atomic absorption
measurements. The values found were 13.6 and 3.4 umol L~ for the AuNP-PLU-2.0UV and
AuNP-PLU:2.0 samples, respectively. Considering those values as the amount of PLU being
adsorbed by AuNPs, the molar ratios given by the amount of PLU by AuNPs [PLU/AuNPs]
for AuNP-PLU:2.0UV and AuNP-PLU:2.0 are 116 and 559, respectively. These results
indicate that the amount of PLU by AuNP in the control sample is approximately 4-fold
greater than that in AuNP-PLU:2.0UV, which agrees with the TEM micrograph shown in
Figure 3B.
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According to the scattered intensity distribution data obtained with DLS measure-
ments (Supplementary Figure S5), the average hydrodynamic diameter of AuNP-PLU:2.0UV
and AuNPPLU:2.0is 37.2 &+ 2.2 nm and 50.2 & 0.4 nm, respectively, with a PDI of 0.2. These
findings indicated that the incidence of UV irradiation not only accelerates the reaction,
but it also decreases the size of the AuNP cores and the hydrodynamic size produced
by nanocomposites.

The size distribution of the NCs produced with UV-assisted synthesis and the control
using environment light was further analyzed using the apparent sedimentation coefficient
distribution (Is-g*(s)) in an SV-AUC assay, as described in the experimental section. This
approach is used without any knowledge of the partial specific volumes of the sedimen-
tation species, according to those previously described. Figure 4 displays the results for
AuNP-PLU:2.0UV and AuNP-PLU:2.0.
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Figure 4. Sedimentation velocity analytical ultracentrifugation assay. Typical raw sedimentation
profiles of absorbance at 530 nm versus cell radius for the particles present in the NCs are shown
in (A,B). Residual plot produced using SEDFIT v14.7 software showing the fitting goodness. The
lower panels show the apparent distributions of the sedimentation coefficient Is—g* (S) at 260 nm
(black) and 530 nm (red) obtained for AuNP-PLU:2.0UV (C) and control AuNP-PLU:2.0 (D). The
peaks correspond to different populations of nanoparticles and are indicated with Roman numerals.

When AuNP-PLU:2.0UV (Figure 4A) is subjected to a high-field centrifuge, uniform
sedimentation of the particles is observed with an exponential curve behavior that reaches a
concentration plateau (abs. ~0.8). The best fit of the curve in Figure 4A was attained with a
mathematical model based on the Lamm, which describes the spatial and temporal behavior
of the concentration considering the sedimentation by mass transport by diffusion [48].
Using the Is-g*(s) procedure, fair RMS deviation values (<0.007) were obtained for both
data sets. In the case of Is-g*(s) sedimentation profiles at 530 nm for photoexcited AuNP-
PLU:2.0UV, a single peak (Figure 4C) with sedimentation coefficient S20,w of 947.10S was
observed, indicating a homogeneous population of nanoparticles (Figure 4D and Table 2).
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Table 2. Sedimentation parameters of the nanoparticles.

Distribution at 530 nm Distribution at 260 nm
Synthesis Methods i i
y 1s-g* (S) Peaks S20,w Percen:;g)e Ratio 1s-g* (S) Peaks S20,w Percen:oa/g)e Ratio
I 1451.17 43.21 1 1418.534 44.17
I 2613.09 13.30 I 3555.02 43.80
1T 3477.32 20.04 1T 6118.22 2.71
v 4403.81 5.24 v 7145.20 3.26
Environment light A% 5030.07 4.98 \Y 8441.53 2.02
(Control) VI 5811.97 3.67 VI 9364.58 1.69
VII 6343.14 0.85
VIII 6681.68 1.44
X 7198.76 1.44
X 8125.44 2.16
photoexcited I 947.10 99.36 I 857.78 99.15

synthesis (UV)

However, for AuNP-PLU:2.0, which was produced under ambient light (Figure 4B),
faster sedimentation is observed, which may be associated with the presence of larger
particles. Similar to our previous report [31], the Is-g*(s) sedimentation distribution profiles
at 260 nm and 530 nm for this NC showed the highest and broadest peak with smaller and
less abundant ones, probably formed by heterogeneous particle populations according to
the distribution analyses.

The main particle population measured at 530 nm corresponds to peak I (43.2%)
with a sedimentation coefficient 520,w of 1451.17S, while the next two populations that
contribute significantly are those related to peak II (13.3%) and III (20.04%) with 2613.09S
and 3477.32S, respectively (Figure 4D and Table 2). Other peaks with less than 5% in
the distribution analyzed are also detected, suggesting a small content of other particle
sizes. A control experiment performed with plain PLU showed that the same conditions
of ultracentrifugation are unable to sediment the polymer during the experimentation
time. The similarity between the Is-g*(S) distribution versus S20,w at 260 and 530 nm
of the samples suggests that all particles detected are formed by complexes of gold and
polymer. The absence of polymeric aggregates without gold in its structure indicates that
the presence of gold or UV irradiation, by itself, does not induce spontaneous aggregation
of the polymer.

The SV-AUC results are in agreement with those found using transmission electron
microscopy (TEM), presented in Figure 3, where the sample synthesized with UV pho-
toexcitation (AuNP-PLU:2.0UV) presented a narrower size distribution. Indeed, the TEM
and SV-AUC characterizations show that implementation of UV irradiation improves the
reaction by producing samples with a more controlled size and size distribution.

3.1.4. The Role of UV Light and PLU on the Formation of AuNP-PLU

The results of the UV-vis and FTIR-ATR analyses presented in Figures 1 and 5 showed
that the PLU and HAuCly solutions do not show spectral variations when exposed to UV
radiation. Thus, the formation of AuNP-PLU is surely related to the effect of irradiation in
the reaction mixture (PLU + HAuCly).

The structural features of nanocomposites were evaluated further using ATR FTIR
and Raman spectroscopies. As shown in Figure 5, the ATR-FTIR spectrum of plain PLU
after being submitted to UV irradiation for 10 min does not show any signs of additional
oxidation or any conformational change, remaining identical to that not exposed to UV [31].
On the other hand, the spectrum of AuNP-PLU:2.0UV contains an additional broad band
between 1700 and 1750 cm !, which is ascribed to the C=O stretching in aldehydes, ketones,
or carboxylic acids, thus confirming the oxidation of the polymer when irradiated in the
presence of AuCly ™~ ions. In addition, the v(C-O-C) band is shifted to higher wavenumbers
(1100 to 1110 cm™1). This shift could be related to the presence of a lower amount of PLU,
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as observed in the TGA analysis of AuNP-PLU:2.0UV, or changes in PLU molecular weight
due to more extensive polymer degradation and oxidation in the UV light method.

= P|_U solution

AuNP-PLU:2.0UV
— band
= —
S |& o
E £ oxidation
= g products
L 3
O g
o |3 /
c 2
@© <
2 1800 1650 1500
8 Wavenumber (cm™)
o)
<

2000 1600 1200 800

Wavenumber (cm™)

Figure 5. ATR FTIR spectra obtained for aqueous solutions of F127 at a concentration of 2.0 mmol L~
and the AuNP-PLU:2.0UV sample after 10 min of photoexcitation. Inset: enlarged view of the region
close to 1700 cm ™.

It is known that the thermal reduction of AuCl;~ in the presence of an aqueous
solution of various organic molecules creates AuNPs by the nucleation and growth pro-
cesses [49]. Usually, the first step is the association of anionic Au®>* complexes with the
organic molecules, followed by a multiple-step redox reaction that results in Au® nuclei and
oxidized organic molecules. In these cases, the size of AuNPs depends strongly on the rate
of reduction of the Au* species; an increase in the rate of the redox reaction creates a large
number of Au” nuclei and decreases the number of oxidized gold species in the solution.
The consequence is a more uniform growth of small AuNPs. The mechanism of AuNP for-
mation under UV irradiation of a reaction mixture containing HAuCly and citric acid seems
to be similar to the respective thermal mechanism, with the photoexcited citrate—AuClz ™
complex being responsible for the speeding up the formation of Au” nuclei [49].

It is well established that when trivalent gold ions AuCly ™ are irradiated with UV-light,
the reduction occurs in successive steps: (i) reduction into the unstable bivalent state Au?t;
(ii) disproportionation of Au®* into Au®* and Au'*; and (iii) reduction of accumulated
Au'" ions to Au® [35]. It is worthwhile to note that Au!* is not easily reduced as long
as Au®* ions are present in high amounts, and it does not disproportionate because the
reduction potential Au'*/Au’ is considerably negative (—1.4 V). Mallick et al. propose
that photolysis of HyO (UV source dependent) generates both H and OH radicals that
can react with organic molecules producing strong reducing molecular radicals, which are
able to reduce Au'* to Au® [36]. Thus, it can be concluded that the presence of organic
radicals is very likely to accelerate the formation of Au® nuclei. In this regard, Sokolsky-
Papkov and Kabanov studied the formation of AuNPs from HAuCly in the presence of
Pluronic F127, and they found a strong relation between the presence of oxygen reactive
species (i.e., superoxide, hydroxyl radicals, hydrogen peroxide), which were formed by the
decomposition of the hydroperoxides initially present in Pluronic, and the characteristics
of AuNPs [34]. Simply stated, as the amount of oxygen-reactive species increases, the size
and polydispersity of AuNPs reduce. Further, they concluded that Pluronic undergoes
oxidation/degradation with the formation of lower molecular mass alcohols. Although
this detailed study was performed without UV irradiation, it is reasonable to consider
that these oxygen-reactive species play an important role in the formation of AuNPs from
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HAuCly/PLU mixtures under UV light, and it may explain a great part of our results
regarding reaction time, size, morphology, yield, and polydispersity of AuNps.

3.2. In Vitro Cytotoxicity Assay

Figure 6 shows the effect of concentration and exposure time of AuNP-PLU:2.0UV and
AuNP-PLU:2.0 on the viability of NIH-3T3 cells. In the short term (15 min), the largest con-
centrations of AuNP-PLU:2.0UV and AuNP-PLU:2.0 caused a slight reduction in viability
compared to controls, less than 20%. However, after 24 h of incubation, AuNP-PLU:2.0UV
(at 1.7 pM) and 3.4 uM AuNP reduced respectively, about 62 and 90% of NIH-3T3 cells
viability, compared to control group. Additionally, for the same dose (0.86 uM), AuNP-
PLU:2.0UV was significantly less toxic (reduction of 26%) than AuNP-PLU:2.0 (reduction of
92%). The IC50 value estimated for AuNP-PLU:2.0UV was 1.29 uM (R? = 0.7453), whereas
the value for AuNP-PLU:2.0 was 0.32 uM (R? = 0.7495). Cells treated only with PLU showed
viability greater than 80% (Supplementary Figure S6).

A AUNP-PLU:2.0UV B AUNP-PLU:2.0
125 ) 125 )
mm 15 min 15 min
. 100 Em 24h . 100 B 24 h
£ 75 Z 75
3 =
S ]
5 50 S 50
3 3
25 25
0 5 E 0 S : Eg
Ctrl 022 042 086 17 3.4 AuNP(uM) Ctrl 005 011 0.21 043 086 AuNP(uM)
Ctl 003 005 010 021 041 PLU(mM) Ctrl 003 006 012 024 048 PLU(mM)

Figure 6. Effect of AuNP-PLU:2.0UV or AuNP-PLU:2.0 on viability of the NIH-3T3 cells determined
using an MTT assay. Cells were incubated with AuNP-PLU:2.0UV (A) or AuNP-PLU:2.0 (B) for
15 min or 24 h. AuNP concentrations ranged from 0.22 to 3.4 uM in the AuNP-PLU:2.0UV sample and
0.05 to 0.86 uM in the AuNP-PLU:2.0 sample. Data are presented as mean =+ standard deviation (SD)
from three independent experiments. Differences among groups were determined using the Kruskal—-
Wallis test and Dunn’s multiple comparison post hoc test. Asterisks indicate significant differences
compared to the respective control group: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

According to these findings, AuNP-PLU:2.0UV nanocomposites are potential can-
didates for use as biocompatible carriers of drug and/or contrast agents. In general,
information about the toxicity of NPs, particularly in vulnerable populations such as preg-
nant women and their fetuses, has lagged behind the development of new applications.
AuNPs can cross the placental barrier and directly damage fetal tissues and/or interfere
with proper placental development and function, creating a hostile gestational environment
for fetal growth and development [50]. There is evidence that 3-4 nm AuNPs cross the
human placental barrier in limited amounts and accumulate in the placental, depending on
their size and surface modification [51]. To support the safety-by-design concept within nan-
otechnology research, we seek to understand if AuNP-PLU:2.0UV impacts maternal—fetal
health using a model of pregnant rats.

3.3. In Vivo Maternal and Fetal Toxicity in Rats

While there may not be many studies specifically evaluating the maternal toxicity or
teratogenicity of AuNPs during pregnancy, there is some evidence suggesting that these
particles could have harmful effects [52-54]. Therefore, the toxicological effects of AuNPs
for both mother and fetus were evaluated. Table 3 shows the maternal toxicological param-
eters, and no differences were noted among the groups in maternal weight, gravid uterus
weight, food and water consumption, relative organ weight, and biochemical parameters.
In an animal laboratory, factors such as body weight and water and feed consumption,
as well as organ weight, are considered important parameters in the assessment of the
systemic toxicity of a substance [55]. In addition, increased AST and ALT concentrations in
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blood are used as biochemical markers of hepatic tissue damage, and urea and creatinine
are used to evaluate renal function [43]. Our data showed no differences in these parameters

between groups, thus suggesting that treatment performed with AuNP-PLU:UV should
not impart maternal toxicity.

Table 3. Maternal toxicological parameters of rats treated with water (Control) or AuNP-PLU:2.0UV
(Treated) during the pregnancy.

Groups
Control Treated
(n=12) (n=12)
Weight gain in pregnancy (g)

1st week 19.75 £ 5.96 20.42 +£7.95

2nd week 22.75 £ 10.60 20.75 +4.90
3rd week 79.67 £ 15.76 79.67 £ 15.76

Total body weight gain—WG 1211+ 122 115.3 £ 19.0

Gravid uterus weight—GUW (g) 725 +19.3 794 +12.1
BWG minus GUW (g) 44.27 4+ 14.96 38.34 + 10.65
Daily food consumption (g) 20.32 £2.11 21.39 & 2.60
Daily water intake (mL) 55.55 + 6.96 56.48 + 12.64

Relative organ weight (g/100g)

Heart 0.31 +0.03 0.31 4+ 0.03

Liver 3.94 +0.41 3.98 +0.31

Spleen 0.22 £+ 0.06 0.20 £ 0.02

Kidneys 0.55 4 0.04 0.55 4+ 0.03

Biochemical serum parameters

ALT (U/L) 41.41 +10.61 39.50 £+ 8.79
AST (U/L) 145.82 +32.42 127.98 + 42.13

Urea (mg/dL) 45.43 + 8.69 49.80 +7.70

Creatinine (mg/dL) 0.62 £0.16 0.58 £ 0.12

Data shown as mean =+ standard deviation (SD). p > 0.05 compared with the Control group (Student’s ¢-test).

For the success of pregnancy, it is essential that, during the implantation period,
the physiological and molecular processes are coordinated, involving close interactions
between the uterus and the blastocyst [56]. The pre- and post-implantation loss rates did
not differ statistically among the groups (Figure 7).

12

O Control

10

W Treated |

Percentage (%)

Pre-implantation loss Postimplantation loss

Figure 7. Percentage of losses of embryos before and after implantation at the term of pregnancy
(DP21) for rats treated with water (Control) or AuNP (Treated) during pregnancy. p > 0.05 compared
with the Control group (Fisher’s Exact test).

During pregnancy, exposure to toxic agents may lead to different effects ranging from
functional or morphological changes, developmental delay, and anomalies to lethality
in fetuses [57]. Figure 8 shows fetal and placental development. The rats that received
AuNP presented a decrease in placenta weight and skeletal anomalies rate and an increase
in normal (without anomalies) fetuses rate. Although the AuNP-PLU:UV treatment de-
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creased placental weight, this modification did not affect fetal development, which showed
unchanged fetal weight, weight classification, and ossification sites.
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Figure 8. Fetal and placental development of rats treated with water (Control) or AuNP (Treated)
during pregnancy. (A)—Fetal weight. (B)—Percentages of fetuses classified as small (SGA), adequate
(AGA), or large (LGA) for gestational age. (C)—Ossification sites of fetuses. (D)—Placenta weight.
(E)—Percentage of anomalies. (F)—Image of normal sternebra of rat fetuses. (G)—Incomplete
ossification of sternebra (arrow). * p < 0.05 compared with the Control group (A,C,D—Student’s t-test;
B,F—Fisher’s Exact test).

3.4. X-ray CT Scanner

X-ray computed tomography (CT) is an imaging technique used to uncover the in-
terior features of a patient body in a three-dimensional view. The CT image stems from
attenuation of the X-ray intensity by the body parts, in such a way that denser parts will
attenuate more than softer ones. CT images can be produced from plain organs, but better
resolution is only achieved using contrast agents, such as iodine and gadolinium. Indeed,
greater atomic number elements will attenuate the incoming X-ray more [58].

Figure 9A shows CT images of AuNP-PLU: 2.0UV with Au of 1.23 mg/mL, compared
with Optiray@320_1 containing I at the same concentration (I = 1.23 mg/mL), and AuNP-
PLU: 2.0 containing Au concentration of 1.09 mg/mL, compared with Optiray@320_2
with I at the same concentration (I = 1.09 mg/mL) attained for beam energies of 80, 100,
120, and 140 KV. Figure 9B displays variations in the CT number with the beam energy
for the commercial iodine contained contrast Optiray@320 and photochemically made
Au-PLU:2.0UV. To compare, samples of both contrast agents were tested at the same
concentration (expressed in mmol L~! of iodine or gold). Data from AuNP-PLU:2.0UV
containing a Au concentration of 1.23 mg/mL was compared with data from Optiray@320_1
with an I concentration of 1.23 mg/mL. Similarly, AuNP-PLU: 2.0 with a Au concentration
of 1.09 mg/mL was compared with an Optiray@320_2 sample with an I concentration of
1.09 mg/mL.
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Figure 9. (A) CT images of AuNP-PLU:2.0UV with Au of 1.23 mg/mL compared with Optiray@320_1
containing I at the same concentration (I = 1.23 mg/mL), and AuNP-PLU:2.0 containing a Au
concentration of 1.09 mg/mL compared with Optiray@320_2 with I at the same concentration
(I=1.09 mg/mL) attained for beam energies of 80, 100, 120, and 140 KV. (B) CT number attained for
the same samples displayed in (A) as a function of beam energy.

As shown in Figure 9B, the Au-PLU samples provide CT contrast comparable to
iodine for a same beam energy. Likewise, the CT number achieved with both agents is
similar and decreases more or less linearly with the beam energy, as shown in Figure 9B.
Furthermore, it is observed that the nanocomposite AuNP-PLU:2.0UV shows a closer CT
number to its iodine control (Optiray@320_1) than the AuNP-PLU:2.0 when compared
with Optiray@320_2. It is noteworthy that despite its established use, iodine as a contrast
agent can promote unwanted side effects, ranging from a simple skin allergy to more
acute effects including vascular permeation and renal toxicity [59]. Indeed, many patients
cannot use iodine at all when submitted to CT procedures. Gadolinium is an alternative,
although it provides lower contrast at comparable doses [60]. Recently, AuNPs were
tested for this task and showed even better attenuation ability than iodine allied to longer
circulation time, which enables for more accurate observation of vessels and tissues [61].
Furthermore, they can be designed with biocompatible and non-toxic surface coatings,
which mitigate eventual side effects during administration [62]. Considering that the
proposed photochemical method uses light instead of a reducing agent and that PLU is
recognized for its biocompatibility and negligible toxicity, the present Au-PLU:2.0UV is a
potential contrast agent for CT.

4. Conclusions

In this study we employed an UV-assisted synthesis protocol to produce biocompatible
colloidal nanocomposites, comprising gold nanoparticles (AuNPs) and Pluronic F127
(PLU). Under optimized conditions, the proposed synthesis process produces AuNP-
PLU nanocomposites at much faster rates (at least six times) than the process conducted
under ambient light. Moreover, the synthesized nanoparticles display a controlled shape,
narrower size distribution, and lower levels of PLU. Cytotoxicity assays demonstrate
that the AuNP-PLU produced under UV irradiation is significantly less toxic than that
produced under ambient light. In vivo maternal and fetal toxicity assays in rats reveal
this nanocomposite is safe for both mother and fetus. As a proof of concept, we tested the
nanocomposite as a contrast agent in X-ray computed tomography scans and found that it
performs similarly to the commercially available iodine contrast agent Optiray@320. This
is a promising feature, suggesting that AuNP-PLU synthesized under UV irradiation has
high potential as a biocompatible nanocarrier and contrast agent.
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